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1. Dane osobowe

Imie¢ i nazwisko:

[Name]
Malgorzata Dudkiewicz

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

[Diplomas, degrees conferred in specific areas of science or arts, including the name of the
institution which conferred the degree, year of degree conferment, title of the PhD dissertation ]

a) doktor nauk biologicznych w zakresie biologii, specjalnosé: biologia, 2004,

Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Modelowanie presji mutacyijnej i selekcyjnej w genomie prokariotycznym?,
Uniwersytet Wroctawski; Wydziat Nauk Przyrodniczych. Promotor: Prof. dr hab. Stanistaw Cebrat.

b) magister ochrony $rodowiska, 2000, Zaktad Genetyki Instytutu Mikrobiologii, Uniwersytet
Wroctawski; Wydzial Nauk Przyrodniczych.

Tytul pracy magisterskiej: “Komputerowa symulacja ewolucji sekwencji kodujacych”, promotor: Prof. dr
hab. Stanistaw Cebrat.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu, w tym w jednostkach
naukowych

[Information on employment in research institutes or Jaculties/departments or school of arts]

a) 2004 - grudzien 2005: koordynator transplantacyjny w Dolnoslaskie Centrum Transplantacji
Komérkowych z Krajowym Bankiem Dawcéw Szpiku we Wroclawiu,

b) grudzien 2005 — 2008: adiunkt w Katedrze Biometrii Wydzialu Rolnictwa i Biologii SGGW
W Warszawié, ’

¢) 2006 - 2014: konsultant w Centrum Organizacyjno-Koordynacyjnym ds. Transplantaciji
POLTRANSPLANT,

d) 2008 - 2019: adiunkt w Katedrze Do$wiadczalnictwa i Bioinformatyki, Wydzial Rolnictwa i
Biologii SGGW w Warszawie,

e) od -2014: kierownik zespolu Centralnego Rejestru Potencjalnych Niespokrewnionych
Dawcéw Szpiku i Krwi Pepowinowej POLTRANSPLANT,

f) od 1 X 2019 r. adiunkt w Katedrze Biochemii i Mikrobiologii, Instytut Biologii SGGW w

Warszawie.



4. Opis osiggni¢é okreslonych w art. 219 ust. 1 pkt 2 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
[Description of the achievements, set out in art. 219 para 1 point 2 of the Act]

-Lista osiagnigé naukowych lub artystycznych, ktore stanowig istotny wkiad do rozwoju
okreslonej dyscypliny [List -of scientific or artistic achievements which present a major
contribution to the development of a specific discipline]

1. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust.2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

[INFORMATION ON SCIENTIFIC OR ARTISTIC ACHIEVEMENTS SET OUT IN ART. 219 PARA 1. POINT 2 OF
THE ACT]

a). podstawg ubiegania si¢ o tytul doktora habilitowanego jest zbidr 6 publikacji (suma IF = 25.57) opatrzony
tytulem:
Zastosowanie metod bioinformatycznych z uwzglednieniem modelowania
struktur i komplekséw biatkowych w analizie niescharakteryzowanych
sekwencji o potencjalnym znaczeniu-dla biologii medyczne;j.

AUTORZY TYTUL CZASOPISMO i+ | PKT. WG
) | MNISW**
An- Approach to Predicting ‘ ‘
Dudkiewicz M., Hematopoietic Stem Cell | Biology of Blood and Marrow
Malanowski P., Transplaﬁtation - Qutcome | Transplantation. 2009, (15), 3149 | 30
Czerwinski J., Using HLA-Mismatch pp-1014-1025. ’
Pawlowski K. Information Mapped on | DOI:10.1016/j.bbmt.2009.05.011

Protein Structure Data. | |

Indywidualny wkiad w publikacjg: - _ i
Koncepcja badan, projekt badaﬁ, wykonanie obliczen, zebranie danych i analiza statystyczna, opis wynikow,
| stworzenie publikacji.

Dudkiewicz M. A- Novel- Pro.tein' I.(inase- I ' ‘

Szczepinska T.’ Like Do¥na1n . in a|PLOS ONE. 2012, 7(2), pp.‘

Grynbers M ’ Selenoprotein, Widespread | e32138. 3,73 40
> in the Tree of Life. ‘ DOI:10.1371/journal.pone.0032138 ‘ ‘

Pawlowski K.

Indywidualny wkiad w publikacje:
Wykonanie analiz i modelowania, interpretacja i opis wynikow, tworzenie publikacji.
i A Novel Predicted Calcium-

‘PLOS ONE. 2013, 8(6), pp_.[ T

Dudkiewicz M., . .
Lenart A., lfeg;‘.latfc:i ngse fg;::] e66427. ‘ 3,534 ‘ 40
) mplicated in Neuro .
, : DOI:10.1371/journal.pone.0066427
Pawlowski K. Disorders. - \ 371/ Lp B

Indywidualny wklad w publikacje:

Wykonanie analiz, modeli i rysunkéw, interpretacja i opis wynikéw, tworzenie publikacji

}?odyalim " | Bioinformatics Analysis of ]
Dudkiewicz M., ‘ Bacterial  Annexins _ | PLOS ONE. 2014, 9(1), e85428. ‘ 3934 ! 40
Pikula S., Putative Ancestral Relatives DOI:10.1371/journal.pone.0085428 ’
| Pawlowski K. ‘ of Eukaryotic Annexins. - - - J - _|_ - _‘
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Indywidualny wkiad w publikacje: .

Wykonanie analiz bioinformatycznych, udzial w tworzeniu koncepcji pracy i tekstu artykuhu, przygotowanie
rysunkdéw, tworzenie publikacji.

Lopez M.L., Lo
M., Kung lE. | PEAK3/C190rf35
Dudkiewicz ~ M., | pseudokinase, a new NFK3
Jang GM., Von | kinase family member, | Proc Natl Acad Sci U § A.
Dollen J., Johnson | inhibits ~ CrkIl  through | 2019;116{(31): 15495-15504.

J.R.,, Krogan N.J., | dimerization
Pawlowski K., Jura

N |

9,58 | 200

Indywidualny wktad w publikacje:
Wykonanie analiz bioinformatycznych, przygotowanie rysunkow, wspoltworzenie publikacji.
[ | A'igvel conserved family of | a
Dudkiewicz M, | Macro-like =~ = domains- | Peerl. 2019;1(7):e6863.
Pawlowski K. putative new players in ADP | 10.7717/peer].6863.
-ribosylation signaling. ‘

doi: 12,35 | 100

| [ndywidualny wkiad w publikacje:
Koncepcja badan, wykonanie analiz bioinformatycznych, modelowanie, stworzenie publikacji.

* Warto$é wskasnika IF podawana jest wg zasady: rok publikacji zgodny z rokiem edycji Journal Citation Reports (JCR).

**[)Publikacje od roku 2019 - WYKAZ czasopism naukowych i recenzowanych materiatéw z konferencji
migdzynarodowych wiaz z przypisang liczbg punkiow z dn. 31 lipca 2019: zatgeznik do komunikatu Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z dnia 31 lipca 2019 1.
2) Publikacje od roku 2015 — Wykdz czasopism do Komunikatu MNiSW z 18.12.2015 w sprawie wykazu czasopism
naukowych, z uwzglednieniem Komunikatu MNISW z dnia I lipca 2016 r. o sprostowaniu komunikatu w sprawie wykazu
czasopism naukowych wraz z liczbg punktéw przyznawanych za publikacje w tych czasopismach
3) Publikacje od roku 2014 — Wykaz czasopism do Komunikatu MNiSW z 31.12.2014 w sprawie wykazu czasopism
naukowych, z uwzglednieniem Obwieszczenia MNISW z dnia 25 marca 2015 o sprostowaniu blgdow
4) Publikacje od roku 2013 = Wykaz czasopism do Komunikatu MNiSW z 17.12.2013 w sprawie wykazu czasopism
naukowych
5) Publikacje od roku 2011 — Wykaz czasopism do Komunikatu MNISW z 21.12.2012 w sprawie wykazu czasopism
naukowych
6) Publikacje z lat 2007-2010 — punktacja na podstawie Rozporzqdzenia Minisira Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 17
pazdziernika 2007 r, w sprawie kryteriow i trybu przyznawania i rozliczania $rodkéw finansowych na dziatalnosé
statutowq (zgodnie z wykazem wybranych czasopism wraz z liczbg punkiéw za umieszczong w nich publikacje naukowq z
dnia 28 listopada 2007 r., z uzupetnieniami). |




b) Cel naukowy w/w prac i podsumowanie osiggnietych wynikow

1. Wprowadzenie

Dynamiczny rozwéj nauk biologicznych w ostatnim okresie Jest zwigzany m.in. z zastosowaniem
teoretycznej wiedzy o makroczasteczkach oraz rozwojem metod opartych na informatyce, zaréwno w analizach
probleméw ewolucyjnych, jak i w studiach poswigconych funkcjom poszczegolnych biatek tworzacych proteom,
Wykorzystanie nowych metod do opisu problemow biologicznych umozliwia analizg¢ wielkich zasobow danych,
przyrastajacych w tempie wykladniczym, generowanych codziennie przez tzw. laboratoria »high troughput”
produkujgce rocznie prawie 9 milionéw nowych sekwencji DNA, szczegolnie w przypadku analiz
metagenomicznych, czyli sekwencjonowania tzw. prébek srodowiskowych, zawierajacych DNA z czasem setek
réznych organizméw. Nowe sekwencje stale powigkszajg zbiér znanych nauce biatek, dodajac weigz nowe rodziny i
klastry do juz olbrzymich kolekcji. Réznica migdzy liczbg bialek badanych eksperymentalnie i liczby sekwengji
zgromadzonych w bazach danych ciagle ro$nie zamiast sie zmniejsza¢, co jest jednym z probleméw wspolczesnej
biologii. Sposobem na rozwigzanie tego problemu jest wykorzystanie metod opartych na podobietistwie sekwencji i
struktur DNA oraz bialek do wykryWania homologii miedzy znanymi i nowopoznanymi sekwencjami w celu
okreslenia funkcji, struktury, a nawet specyficznoéci substratowej produktow biatkowych tych ostatnich. Mimo
obserwowanego w ostatnich latach rozwoju mefod i narzedzi informatycznych, udostepnianych czesto publicznie
przez autoréw, oraz zaawansowanych metod statystycznych liczba nie adnotowanych lub niewystarczajaco
opisanych sekwencji deponowanych w bazach danych rosnie. Jest to powazne wyzwanie, ale takze szansa na nowe
odkrycia i obserwacje. Wspdlnym motywem przedstawionego ponizej cyklu publikaciji jest m.in. wykorzystanie
zaawansowanych metod badania homologii sekwencyjnej i strukturalnej do scharakteryzowania nieopisanych

Jjeszcze rodzin biélkowych.

Poszukujge odlegtych homologii w przypadkach niescharakteryzowanych sekwencji lub rodzin sekwencji trzeba
sigga¢ po metody wystarczajgco czule i specyficzne, aby wykryé odlegle, ale prawdopodobnie spokrewnione
adnotowane sekwencje w olbrzymich bazach danych, ktére pomoga sformutowaé hipoteze na temat funkcji i
wlasciwosci nowoodkrytych biatek. Tradycyjne dopasowania sekwencji bazujgce na klasycznych metodach
przyréwnania (alignmentu) pary lub wielu sekwencji (MSA-multialignment) oraz typowe heurystyki wyszukiwania
lokalnych podobienstw sekwencyjnych w bazach danych (BLAST) sg tu niewystarczajace. Poszukiwanie odlegtych
homologii bazuje na tzw. metodach profilowych, poszukujgcych podobienistw na poziomie poréwnania sekwencji i
profili rodzin biatkowych fub samych profili miedzy soba (sequence-profile, profile—profile i meta-profile
comparison methods), z wykorzystaniem zaawansowanych modeli probabilistycznych typu HMM, (Hidden Markov
Models), a takze z wykorzystaniem metod przewidywania struktur drugorzedowych i innych cech wyzszego rzedu,

ktére mozna przypisaé sekwencjom (Rozdziat 2.1).

W nastgpnym kroku przydatne s3 metody, ktére umozliwia zebranie argumentéw i wyciggnigecie wnioskow, np.
modelowanie poréwnawcze (inaczej homologiczne) struktur, dokowanie potencjalnych substratéw, analizowanie

energii tworzenia komplekséw (Rozdziat 2.2).



2. Opis metod analizy bioinformatycznej

2.1. Metody oparte na analizie sekwencji

Podstawowym narzedziem analizy bioinformatycznej jest algorytm dopasowania sekwencji, (sequence
alignment). Dopasowanie polega na takim przyporzadkowaniu symboli (nukleotydéw lub aminokwasow) w dwéch
poréwnywanych sekwencjach, aby otrzymaé jak najwyzszg warto$é liczbowg, ktéra jest miarg podobienistwa
sekwencji. Algorytm dopasowania globalnego polega na przyrownaniu dwéch sekwencji na calej ich dhugosci i
poszukiwaniu optymalnej $ciezki dopasowania przy zastosowaniu programowania dynamicznego, co w
uproszezeniu oznacza dodawanie kolejnej pary znakéw z przeliczeniem wartosci dotychczasowego przyréwnania
przy kazdym kroku i testowanie kazdej mozliwej opcji dopasowania znakéw. Taki algorytm umozliwia oczywiscie
dopasowanie dowolnej pary sekwencji. Dlatego waznym problemem badawczym jest ocena wiarygodnosci
dopasowania, czyli stopnia, w jakim oddaje ono rzeczywiste pokrewiefistwo ewolucyjne (homologie)
poréwnywanych sekwencji. Miarg istotnosci dopasowania sekwencji jest tzw. expect value (e-value), ktorej
wielkos¢ zalezy od liczbowej wartosci przypisanej danemu dopasowaniu. Ta z kolei zalezy od przyjetej zasady
punktowania trzech mozliwych stanéw dopasowania. Najpopularniejszymi w konwencjonalnej analizie
bioinformatycznej systemami oceny wartoéci dopasowani sekwenéji $3 macierze substytucji aminokwasowych:
PAM (Percent Accepted Mutation) i BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix), ktére powstaly na podstawie
substytucji  obserwowanych w specjalnie  wyselekcjonowanych  zbiorach spokrewnionych  sekwencji
aminokwasowych kodujacych biatka 'I;elniqce te same funkcje u réznych organizmow. Obserwowane substytucje
byly z zalozenia akceptowane przez selekcje i nie wplywaty na zmiane funkeji biatek. Na podstawie tych obserwacji
stworzono macierze 20 x 20 reprezentujace tendencje kazdego aminokwasu do podstawienia przez inne. Wartosci
umieszczone w macie‘r‘zy shiiq do 6ceny liczBowej stanéw dopasowania sekwencji aminokwasowych, przy czym
zarowno wartosci zachowania poszczegélnych aminokwaséw (match), jak i réznych rodzajéw substytucii
(mismatch) sa wyraznie zréznicowane. Od prostej macierzy uwzgledniajacej tylko substytucje mozna przej$é do
bardziej skomplikowanych modeli probabilistycznych wprowadzajacych tzw. ,kary za przerwy” (gap penalties),
przy czym z ewolucyjnego punktu widzenia uzasadnione jest zréznicowanie kary za otwarcie i wydluzenie przerwy
w dopasowaniu. W takim zaawansowanym modelu praWdopodobieﬁstwa przej$¢ migdzy stanami zaleza od stanu
poprzedniego i od stanu bezpo$rednich sasiadéw, co mozna opisa¢ macierza typu HMM (Hidden Markov Model).
Takie macierze sa zazwyczaj generowane dla rodzin bialkowych bazy Pfam (Protein families). Algorytm
dopasowania globalhégo nie épfawcizé si¢ jednak w wypadkach, kiedy gléwnym celem analizy jest poszukiwanie
sekwencji podobnych do kWérendy w ogromnych zbiorach danych, jakimi sa bazy sekwencji biologicznych.
Algorytm najpopulafriiejszégo'programu do przeszukiwania baz danych: BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) opiera sig na idei dopaéoWania 1(5kalneg6, ktére nie wymaga czasochlonnego poszukiwania optymalnej Sciezki
dopasowania na cafej dugosci przyrownywanych sekwencji, ale ogranicza sig do poszukiwania krétkich wspélnych
sekwencji tzw. ,stow” (k-tup) w przeszukiwanym zbiorze sekwencji, a nastgpnie wydtuzaniu dopasowania w obu
kierunkach az do momentu, w ktérym catkowita wartoéé lokalnego dopasowania spadnie ponizej pewnej warto$ci
progowej. Pozwala to na szybkie wybieranie z bazy danych sekwencji wykazujacych lokalne podobienstwo do
kwerendy i optymalizacje dopasowan, a nastepnie ich ocene statystyczna i prezentowanie list potencjalnych

homologéw uporzqdkow:anych wedlug kryteriow prawdopodobienstwa, ze obserwowane dopasowanie nic jest
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zjawiskiem czysto losowym. Ze zbioru potencjalnych homologéw mozna stworzyé¢ dopasowanie wielu sekwencji
tzw. multialignment (MSA- Multi Sequence Alignment), ktéry jest podstawg szeregu metod analizy
bioinformatycznej wyzszego stopnig: punktem wyjscia dla metod filogenetycznych, wykrywania zachowywanych
wzorcOw i wyrazen regularnych, przewidywania struktur drugo- i trzeciorzgdowych biatek lub identyfikacji reszt

funkcyjnych.

W dopasowaniu wielu sekwencji odpowiadajace sobie ewolucyjnie reszty sa dopasowane w jednej
kolumnie. W idealnej sytuacji reszty z tej samej kolumny MSA powinny zajmowaé te same pozycje w strukturze
trojwymiarowej biatka. Zwykle dzieje sig tak jednak tylko w przypadku najbardziej trywialnych dopasowar. Przy
poziomie identycznosci sekwencji rzgdu 30% tylko polowa reszt moze by¢ skutecznie dopasowana na poziomie
struktury. Poniewaz sekwencja ewoluuje duzo szybciej niz struktura, nawet dostgp do danych strukturalnych nie
gwarantuje bezwzglednej poprawnosci MSA. Najezgsciej stosowanym algorytmem dopasowania wielu sekwencji sa
tzw. metody hierarchiczne (lub progresywne), wychodzace od macierzy odlegtosci powstajacej z poréwnania kazdej
mozliwej pary sekwencji ze zbioru, a nastgpnie stworzenia drzewa przewodniego na zasadzie analizy skupie,
wedlug ktorego kolejno dopasowuje sie sekwencje, zaczynajac od pary (par) o najmniejszej dywergencji, stopniowo
dotaczajgc coraz bardziej odlegle. Algorytm progresywny bazuje na zalozeniu, ze MSA moze by¢ traktowany jako

zbiér dopasowani par sekwencji.

Kolejnym etapem rozwoju algorytméw budowania dopasowan wielokrotnych jest poréwnywanie
sekwencji do profilu lub madelu probabilistycznego zamiast do surowej sekwencji, a w dalszej kolejnosci
poréwnywanie profili i .modeli migdzy soba, co pozwala na odkrycie bardzo odlegtych homologii,

niedostrzegalnych na podstawowym poziomie analizy.

Metody wykrywania homologii bazujagce na podobiefistwie surowych sekwencji dwéch bialek maja
powazne ograniczenia, poziom identycznogci migdzy poréwnywanymi sekwencjami nie moze spadaé ponizej 25%.
Wszystko co miesci sig w okolicach tego progu jest zwyciajowo nazywane ,twilight zone” bioinformatyki.
Pokrewieristwo ewolucyjne wielu biatek sigga wiasnie tej ,szarej strefy”, ich detekcja wymaga wiec metod o
zwigkszonej czutosci. Nowe podejécie do analizy sekwencji, ktore zwigkszylo czulo§¢ wykrywania homologii
wymagato zmiany deﬁhicj‘i” ‘podobieﬁstwa. Rodzina, czyli grupa biatek pelnigcych te same lub zblizone funkcje,
moze by¢ scharakteryzowana za pomoca MSA zredukowanego do dwuwymiarowej tablicy, gdzie jeden wiersz
odpowiada jednej- kolumnie wielokrotnego dopasowania. Kazda pozycja w kolumnie profilu opisuje
prawdopodobienistwo wystapienia danego aminokwasu w danej pozycji. Dodatkowe kolumny oznaczajg pozycyjnie
specyficzne kary za wprowadzenie przerwy, w ten sposob profil opisuje wszystkie dozwolone mutacje w kazdej
pozycji przyréwnania stworzonego dla calej rodziny biatkowej. Takich profili mozna uzyé przy konstruowaniu
algorytmu poszukiwania optymalnej $ciezki dopasowania sekwencji metoda programowania dynamicznego,
stosujac pozycyjnie specyficzny system warto$ciowania, poniewaz prawdopodobiefistwa przej$é (mutacji) zmieniaja

sie w zaleznosci od pozycji w sekwencji.

Naturalng konsekwencja opisanego powyzej podejscia do poszukiwania sekwencji homologicznych jest
przejscie na wyzszy poziom, czyli porownywanie profili rodzin biatkowych (modeli HMM) migdzy sobg. Tak, jak w
przypadku dopasowania dwoch sekwencji lub sekwencji do profilu, takze tutaj ma zastosowanie metoda
programowania dynamicznego i heurystyka optymalnego dopasowania lokalnego. Roéznica jest bardziej
skomplikowany sposob wartosciowania zestawienia profili, ktéry musi si¢ opiera¢ na iloczynie wektorowym. Jezeli
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porownywanie profili ma stuzy¢ jako alternatywa do klasycznego wyszukiwania homologéw, pojawia sig jeszcze
Jjeden powazny problem — zaréwno kwerenda jak i baza powinny by¢ przedstawione jako zbior profili rodzin
biatkowych, co poci_z;ga za sobg konieczno$é wykonania Szeregu wstepnych dopasowan sekwencji i przeliczen
modeli. Popularnymi serwéranﬁ oferujacymi dostep do tego typu algorytméw sa HHpred (Homology detection &
structure prediction by HMM-HMM comparison)' oraz FFAS032 (Fold & Function Assignment Server), oba

wykorzystywane w omawianych publik_acjach wiasnych.

Poréwnanie dwoch modeli probabilistycznych znaczaco podnosi czulos¢ wykrywania homologow, ale wigze sie tez
Z rosnacym zagrozeniem otrzymania fatszywie pozytywnych wynikow, czyli niespokrewnionych sekwencji
zidentyfikowanych blednie Jjako homologi. Jest to zjawisko typowe tylko dla tej metody, poniewaz przy klasycznym
poréwnaniu sekwencji otrzymujemy wynik prawidlowy lub brak wyniku. Stad bardzo waznym zagadnieniem w
analizie odleglych homologéw jest = znalezienie rownowagi miedzy dwoma efektami: wysokg czuloscig
umozliwiajgcg uzyskanie nowych informacji, a narazeniem na blednie pozytywne sygnaly, ktére moga prowadzié do
blednego rozpoznania homologii. Stuza temu prawidtowa konstrukcja profilu, staranne przypisanie wag i dodanie
informacji. wynikajacej .z danych strukturalnych, o ile s dostegpne. Takim udoskonaleniem opisanego powyzej
podejécia sg tzw. metody meta-profilowe (meta-profile comparison). Dodanie do profilu rodziny biatkowe;j
informacji strukturalnej (nawet w przypadkach, kiedy nieznana jest doktadna trzeciorzgdowa struktura czasteczki)
poprawia znaczaco czulogé i specyficznosé narzedzi bioinformatycznych. W praktyce oznacza to, Zze warto$é
przypisana przyréwnaniu dwéch pozycji w macierzy programowania dynamicznego jest obliczana jako suma
iloczynéw wektorowych otrzymanych dla dwoch profili biatkowych i dla dwéch modeli probabilistycznych
opisujgcych strukture drugorzedowsa poréwnywanych rodzin. Informacja o strukturze drugorzedowej moze byé tez
dodana rgcznie do dopasowania, np. na bazie konsensusu otfzymanego z roéznych algorytméw przewidywania

struktur drugorzedowych biatka.

Jeszcze innym rodzajem problemu dla badaczy odlegtych homologii jest rozmiar rodzin biatkowych, z ktérymi
trzeba poréwnaé sekwencje bedace przedmiotem zainteresowania. W przypadkach, kiedy liczba potencjalnych
relacji i podobiefistw przekracza tysiac, tworzenie wielokrotnych dopasowar i drzew filogenetycznych zaczyna byé
obliczeniowo zbyt wymagajace, bledy kumulujg sig, a uzyskany obraz traci rozdzielczosé. W celu analizy relacji
migdzy duzymi zbiorami sekwencji zostat opracowany algorytm CLANS (Cluster Analysis of Sequences)? dostepny
W postaci aplikacji Java. Algorytm CLANS uzywa wariantu grafu Fruchtermana i Reingolda‘ do wygenerowania
graficznej reprezentacji podobieristw miedzy kazdg mozliwg para sekwencji w duzym zbiorze. Sekwencje stanowig
wierzchotki grafu, podczas gdy dopasowania lokalne sg pokazane jako laczace je krawedzie o okreslonej sile

przyciggania proporcjonalnej do wartosci dopasowania. Aby zapobiec ,,zapadnigciu sie” grafu, czyli skurczeniu sie

! Meier A, S6ding J. Automatic Prediction of Protein 3D Structures by Probabilistic Multi-template Homology
Modeling. PLoS Comput Biol. 2015 Oct 23;11(10):e1004343. PMID: 26496371

2 Jaroszewski L, Li Z, Cai XH, Weber C, Godzik A. FFAS server: novel features and applications. Nucleic Acids Res.
2011 Jul;39(Web Server issue):W38-44. doi:10:1093/nar/gkr441. PMID: 21715387

* Frickey T, Lupas A. CLANS: a Java application for visualizing protein families based on pairwise similarity.
Bioinformatics. 2004 Dec 12;20(18):3702-4. PMID: 15284097.

* Fruchterman, TMJ, Reingold EM. -Graph Drawing by Force-Directed Placement. Software — Practice & Experience,
Wiley, 1991, 21 (11): 1129-1164, doi:10.1002/spe.4380211102



do jednego wierzchotka miedzy sekwencjami  wprowadzono takze slabe sily odpychania. Po losowym
rozmieszczeniu sekwencji w przestrzeni dwu-'lub tréjwymiarowe;j nastepuje ewolucja grafu — wierzcholki tworza
skupienia i grupy, az do-momentu, kiedy sity przyciagania zostang zneutralizowane przez sity odpychajace, a graf
Zaczyna oscylowaé bez istotnej zmiany polozenia jego punktéw. Taka analiza jest czesto punktem wyjscia lub

wskazowka do zauwazenia zwigzkéw miedzy odleglymi rodzinami biatek.
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2.2. Analiza strukturalna

Biatka, ktérych pokrewienstwo ewolucyjne jest bliskie, wykazuja podobienistwo nie tylko na poziomie sekwencji,
ale takze na poziomie strukturalnym. Sekwencja ewoluuje duzo szybciej niz struktura, wigc mozna zalozyé, ze jezeli
obserwujemy podobiefistwo na poziomie sekwencji, to takze na poziomie struktury trzeciorzgdowej dwa biatka beda
do siebie podobne. W konsekwencji mozna budowaé model struktury nieznanego biatka w oparciu o znang strukture
Jjego homologa, W najprostszych przypadkach, kiedy sekwencje réznia sie w niewielu pozycjach, model jest prosta
wizualizacjg informacji, kt6rg zawiera juz dopasowanie miedzy sekwencja interesujgcego nas biatka, a sekwencja
Jjego homologa o znanej strukturze, czyli tzw. matrycy. W przypadku odlegtych homologii model jest Zrédiem
dodatkowych cennych informacji, ktérych nie mozna uzyska¢ majac do dyspozycji tylko MSA, jak np. analiza
interakcji pomiedzy odlegtymi na poziomie sekwencji, a bliskimi przestrzennie elementami struktury, obserwacja
migracji centrum aktywnego, okre$lenie zakresu mozliwej interakcji miedzy zmiennymi petlami itp. Modele
trojwymiarowe moga takze poméc w przewidywaniu tworzenia kompleksow miedzy réznymi bialkami. Nawet
same proby modelowania odl'eglych homologéw moga stanowié uzyteczne narzedzie weryfikacji hipotezy. Modele,
ktére nie przechodza walidacji, majg powazne problemy strukturalne lub brakuje im regionéw waznych dla
stabilnosci czasteczki, sugeruja bigdne dopasowanie i falszywa hipotez¢ o homologii migdzy interesujacym nas
biatkiem, a sekwencjg wybrang jako mat"r).'ca do modelowania. W przypadkach, kiedy nie dysponujemy
homologiczng matrycg na bazie eksperymentalnie rozwigzanej struktury, jedynym rozwiazaniem jest modelowanie z
wykorzystaniem tzw. metod ,,ab initio/de novo”. Zakladajg one, ze mozna rozwiazaé strukturg biatka, znajgc jedynie
jego sekwencje aminokwasows przez symulacje fizycznych proceséw prowadzacych do zwijania natywnej
czasteczki. Niestety z powodu weigz niedoskonale opisanych funkcji energetycznych i ogromnej liczby mozliwych
stanéw konforfnacyjﬁ&ch d6 przetéstoWénia, tylko niewielkie biatka (<120 reszt aminokwasowych) mogg byé
wiarygodnie modelowane w ten sposéb.

Sily utrzymujgce na swoich pozycjach atomy prawidlowo zwinigtej, biologicznie aktywnej makroczasteczki
wynikaja z oddzialywan van der Waalsa, wigzai wodorowych, oddzialywar elektrostatycznych, oddziatywan
hydrofobowych i ewentualnych wiazan bisulﬁdowych migdzy resztami cysteinowymi. Dzieki rozbiciu tych sit na
sktadowe jest mozliwe obliczenie energii stabilizacji struktufy tinakroczqsteczki (np. biatka), jako roznicy poziomu
energii swobodnej miedzy forma ZWiﬁigtq a nieustrukturyzowang tej samej czasteczki (Yaficucha polipeptydowego).
Tworzac model pojedyncze; ciqsteczki_ lub kompleksu, nalezy wzigé pod uwage wszystkie sktadowe i przeliczyé
warto$é energii's‘tabil-izacji dla dahej konformacji. Wiekszos¢ pakietéw programéw stuzacych do modelowania i
analiz strukturalnych tworzy liste rankingows struktur/konformacji; od tych najkorzystniejszych energetycznie, do
coraz nizej punktowany.ch.. »

Zadaniem bioinformafyki jest stworzenie jak najbardziej wiarygodnego modelu, ktory oddawatby lub przyblizatby z
duza dokladno$cig natywna strukture biatka. W ciggu ostatnich dziesigcioleci modelowanie bialek przeszto istotna
ewolucje od prostego dopasowania sekwencji docelowej do matrycy, do zaawansowanych metod hybrydowych.
Wszystkie obecnie stosowane metody modelowania poréwnawczego (homologicznego) opieraja sie na kilku

zasadniczych krokach:

- wybor matrycy do modelowania;
- dopasowanie sékwencji modelowanej do sekwencji matrycy;

- modelowanie zachowanego rdzenia biatka;
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- modelowanie regionow zmiennych (petli);
- optymalizacja tanicuchéw bocznych;
- rafinacja (dopracowanic modelu);

- walidacja modelu.

Dwa pierwsze punkty sa kluczowe dla doktadnosci otrzymanego modelu, poniewaz, bledéw popemionych przy
wyborze matrycy i dopasowaniu sekwencji nie da sie usung¢ na kolejnych etapach modelowania. Sg one rowniez
scisle ze sobg zwiazane, poniewaz poszukiwanie matrycy polega na przyréwnaniu sekwencji, ktérej strukture
chcemy modelowaé do wszystkich dostepnych sekwencji o znanej strukturze w bazach danych.

Metody poszukiwania matrycy mozemy podzieli¢ na czysto sekwencyjne (opisane powyzej metody profilowe i
meta-profilowe lub alternatywne, czyli tzw. threading (przewlekanie) lub inaczej odwrécone zwijanie (inverse
folding). W tej ostatniej metodzie dana sekwencja aminokwaséw Jest przeciagana przez znang strukture odtwarzajac
Jei ksztalt, a wynik jest oceniany za pomoca odpowiedniej funkcji wartosciujacej lub wartosci energii potencjalnej
Czasteczki, opierajac si¢ na informacji uzyskanej na bazie znanych struktur rozwigzanych do$wiadczalnie. Z
potaczenia tych dwoch podejs¢ powstaly metody hybrydowe, ktore wykorzystujg zaréwno struktury potencjalnych
matryc jak i wartosci pozycyjnie specyficznych dopasowan sekwencji. Pozycyjnie specyficzna macierz substytucji
uzywana do obliczania wartosci dopasowania powstaje tu przez zastgpienie lancuchéw bocznych kazdej reszty w
strukturze przez faficuchy wszystkich mozliwych aminokwaséw i obliczenie wartoéci dla poszczegélnych
substytucji przy uzyciu statystycznie wyliczonych energii oddziatywan miedzy resztami. Na jeszcze wyzszym
poziomie zaawansowania sg tzw. metody meta-search, w ktorych wykorzystanie podejscia statystycznego istotnie
poprawia jako$¢ dopasowania matrycy. Uzywa sig¢ tu wielu metod jednoczesnie, a nastgpnie analizuje sie wyniki
pod wzgledem zgodnosci i mozliwosci wygenerowania konsensusu.

Wynikiem wyszukiwania matrycy moze by¢ wigcej niz jedna struktura, przy uwzglednieniu ich nalozenia, mozliwe
Jest stworzenie modelu na bézie dwoch lub wigcej roznych struktur matrycowych reprezentujgcych osobne domeny.
Przed przystgpieniem do budowy modelu sekwencje modelowanego biatka i matrycy powinny byé do siebie
optymalnie dopasowane. Takié dopasowanie nie powinno opieraé sie tylko na dwoch sekwencjach. Najczesciej do
zbioru najlepszych matryc, zwroconych przez meta-serwer, przyrownywany jest MSA dla rodziny biatkowej
sekwencji, ktora jest przedmiotem modelowania. Procedura dopasowania wymaga czesto wprowadzenia
manualnj}ch popraWek i doklddﬁego sprawdzenia, czy algorytm nie wprowadzit przerw, ktore sa nie do
zaakceptowania z biologicznego punktu widzenia oraz czy zgadzaja si¢ (przynajmniej w przyblizeniu)
przewidywania dotyczace struktur drugorzgdowych modelowanej sekwengji i struktury drugorzedowe przypisane do
dopasowanych reszt w strukturze matrycy.

Dysponujac optymalnym dopasowaniem pomigdzy MSA dla rodziny modelowanego biatka i dla potencjalnych
matryc, mozna okresli¢ regiony zachowane (conserved regions), w ktérych wystepuja te same reszty, zarowno w
MSA, jak i w dopasowaniu struktur. Regiony te $3 uznawane za rdzen modelowanego bialka, ktorego konformacja
pokrywa si¢ z matryca. Pozostale fragmenty, w ktérych obserwuje si¢ duza zmienno§¢ w dopasowaniu, lub ktorych
dopasowanie nie obejfnuje, nazywane regionami zmiennymi, naleza zwykle do petli powierzchniowych lub
dodatkowych élemeﬁt(’)w struktur drugorzgdowych, ktére determinuja specyficzno$é substratowa lub petnia funkcje
regulatorowe. Cechy struktur mat_rycowych, takie jak sgsiedztwo i ekspozycja na kontakt z rozpuszczalnikiem, katy
i odleglosci miédzy' a't'om'am.i w'str:ukturzé, oddzialywania Van der Waalsa i wigzania wodorowe stuza do kalkulacji

funkcji gestosci prawdo']‘)odobieﬁs'twa dla prostych warunkow (wiezéw), jakie musi spelniaé modelowana struktura.
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Modelowanie petli, czyli zmiennych regionow bez okreslonej regularne; struktury drugorzedowej, polega albo na

modelowaniu ab initio, czyli zwijaniu krétkich peptydéw, albo opiera si¢ na tzw. bibliotekach, czyli zbiorach

Koordynaty reszt modelowanego biatka w przestrzeni tréjwymiarowej $3 generowane na bazie koordynat
dopasowanych reszt matrycy, w przypadku tancucha C-alfa taka zgodnos¢ nie powoduje zbyt wielu problemow, ale
dla laficuchow bocznych modelu moze oznacza¢ liczne konflikty przestrzenne i konformacje odlegle od
optymalnych. Konformacje lancuchéw bocznych aminokwaséw s3 okrelane przez katy torsyjne (najwyzej 4,
zaleznie od dlugosci lancucha bocznego), zwykle przyjmuja one tylko 4-6 mozliwosci konformacyjne, zwane
rotamerami, Optyma]izacja po]ega_l zwykle na przeliczeniu wariantéw energetycznych dia kolejnych rotameréw

danej reszty, co dla diugich czasteczek jest dogé skomplikowane obliczeniowo.

Nawet po przejsciu wszystkich wymienionych wyzej etapow, otrzymany model moze by¢é wcigz odleglty od
natywnej struktury, ktérej wewngtrzne reszty sg zwykle ciasno upakowane i osiggaja lokalne minimum energii
swobodnej, podczas gdy model moze zawiera¢ konflikty przestrzenne puste kieszenie wewnatrz struktury, a jego
C- i N-kofice zwykle przyjmuja losowa konformacje, bez zakotwiczenia w strukturze matrycy. Do rozwiazania
powyzszych probleméw shuzg metody udoskonalenia (rafinacji) modelu (model refinement), ktére moga bazowaé
na zgromadzonej wiedzy o innych strukturach [ub bezposrednio na zasadach fizycznych. Metody oparte na prawach
fizyki biorg pod uwage podstawowe interakcje migdzy atomami i probujg zmieni¢ ich upakowanie w strukturze, aby
spetnialy okreslone warunki. Metody oparte na wiedzy wykorzystuja potencjaty statystyczne i informacje o matrycy
zawarte w bazie PDB (Protein DataBank). W celu uzyskania lepszego modelu mozna strukturg podda¢ symulacji
dynamiki molekularnej, co w ograniczonym zakresie moze pomée ustabilizowaé model i znalezé najblizsze lokalne
minimum energetyczne.

Ostatnim etapem opracowania modelu struktury biafka jest jego ewaluacja. Metody tzw. ,,model assesment,, mozna
podzieli¢ na dwie grupy: metody statystyczne i bazujace na funkcjach energetycznych. Metody statystyczne bazuja
na grupowaniu podoBﬁyéh mo.déli w klastry, a ich wyniki zalézq od statystyki populacji. Podejscie statystyczne
zaklada, Ze najwigkszy i zawierajacy najbardziej kompletne modele (w sensie ilogci modelowanych reszt) klaster ma
najwyzsza jakosé.

Metody oparte na funkcjaicli emergetycznych uzywaja formut fizycznych do oceny modelu i odréznienia
nierealistycznego modelu od zb'liZOhego do natywnego lub wykrycia ewidentnych bledéw w modelowaniu
struktury. Oprocz podania ogdlnej oceny modelu, metody te umozliwiajg takze indywidualng oceng poszczegblnych
reszt, co pomaga w wykrywaﬁiu tzw. ,hot spots” i usuwanie ewentualnych bledéw Iub nawet laczenie najlepszych

fragmentow z réznych modeli w jédné} strukture.
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3. Opis poszczegolnych osiggnieé

3.1. Opracowanie metody obliczania réznic w energii wigzania komplekséw peptyddw i
receptoréw komérek T do model; réznych alleli czasteczek HLA Jjako oceny znaczenia
roznic allelicznych i antygenowych w MHC migdzy biorcg i dawca przeszezepu komérek

hematopoetycznych.

An Approach to Predicting Hematopoietic Stem Cell Ty ransplantation Outcome Using HLA-Mismatch Information Mapped

on Protein Structure Datd’,

Wynik przeszczepienia komérek krwiotworczych zalezy w duzym stopniu od poziomu doboru dawcy i
biorcy pod wzgledem genetycznej zgodnosci antygenéw HLA (Human Leukocyte Antigen). Procedura
doboru nie zawsze koficzy si¢ wytypowaniem dawcy w pelni zgodnego, czyli zgodnego we wszystkich
antygenach transplantacyjnych z potencjalnym biorcg (wedtug obowigzujgcego obecnie m.in, w Polsce
standardu jest to 5 par antygendw kodowanych przez loci HLA-A,B,C, DRB i DQBI). W przypadkach,
kiedy nie mozna znalez¢ w petni zgodnego dawcy (tzw. dawcy 10/ 10), w praktyce klinicznej akceptuje
si¢ do przeszczepienia dawcéw z pojedynczg niezgodnoscig, przy czym nie Jest do kofica poznane, ktéra
niezgodnosé jest mniej szkodliwa dla profilu przeszczepienia, a tym samym akceptowalna dla

transplantologa.

Celem pracy bylo modelowanie 1 ocena interakcji pomiedzy biatkami kodowanymi przez rézne allele
HLA u biorcy przeszczepu, a receptorami limfocytéw T i komoérek NK (Natural Killer) ukfadu
immunologicznego dawcy. Taki typ interakcji prowadzi czgsto do manifestacji objawdw choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD: Graft versus Host Disease). Aktywowane cytotoksyczne
limfocyty T (CTL- Cytotoxic T Lymphocytes) dawcy i komérki NK produkujg granzymy, ktére wywoluja
reakcje GvHD. Celem pracy byla analiza interakcji powodujgcej aktywacje komérek CTL i NK na
poziomie molekularnym, ze szczegblnym uwzglednieniem roli HLA w dziataniu tzw. synapsy
komérkowej. Polimorfizm sekwencji alleli HLA klasy I i IT decyduje tez o pojawieniu sig efektow host-
versus-graft (gospodarz przeciwko przeszczepowi) i graft-versus-leukemia (przeszczep przeciwko
leukemii). Wszystkie te efekty decyduja o ostatecznym rezultacie przeszczepienia. Dlugoletnie
obserwacje statystycznego 'przezycia“biorcéw przeszczepu komérek krwiotwérczych sugeruja, ze
optymalne wyniki uzyskuje sie przy maksymalnym dopasowaniu dawcy i biorcy, czyli na poziomie
10/10, ale wskazuja takze na réznice w przezyciu w przypadku niezgodnosci dotyczacych roznych loci
lub nawet antygenéw/alleli wystepujacych w obrebie tego samego locus. Analizy asocjacji statystycznych

pomigdzy przezyciem biorcy HSCT a rodzajem niezgodnosci HLA miedzy dawcg a biorca wykazuja, ze

® Dudkiewicz M, Malanowski P, Czerwiriski J, Pawtowski K. Biol Blood Marrow Transplant. 2009 Sep;15(9):1014-25.
doi: 10.1016/j.bbmt.2009.05.011,PMID: 19660714,
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réznice zaréwno na -poziomie serologicznym (antygenowym), jak i allelicznym w zakresie wszystkich
antygenéw HLA klasy I oraz DRB1 w klasie I majg istotny wplyw na wyniki przeszczepienia® 7. Takze
podwojne niezgodnosci, niezaleznie od loci byly skorelowane z podwyzszonym ryzykiem dla biorcy. Na
bazie tych spostrzezen stworzono zbiory wytycznych funkcjonujgcych w praktyce kliniczne;j®, ktére maja

pomagac w podjeciu decyzji o wyborze dawcy do przeszczepienia. Do najwazniejszych zasad nalezy:

-unikanie podwojnych niezgodnosci

-preferowanie niezgodnosci na poziomie raczej allelicznym niz antygenowym

-wybér niezgodnosci zwigzanej z mniejsza liczbg podstawien aminokwasowych miedzy allelami
-unikanie niezgodnosci, ktére s3 zwigzane z ryzykiem rozwoju GvHD (jezeli u biorcy wystepuje antygen
nieobecny u dawcy)

-preferowanie niezgodnosci HLA Zwigzanych z substytucjg poza rowkiem wigzgcym prezentowany
antygen.

Ta ostatnia zasada wynika z obserwacji opublikowanych juz w 2001, ktére sugerowaly, ze substytucje w
bardzo specyficznych pozycjach sekwencji aminokwasowej HLA moga znaczaco wplywaé na wyniki
transplantacji szpiku od niespokrewnionego dawcy. Szczegdlng role przypisano pozycji 116 w dluzszym
taficuchu HLA Klasy I. By}a to pierwsza proba analizy niezgodnosci HLA z uwzglednieniem danych
strukturalnych. Od roku 2001 [iczba eksperymentalnie rozwigzanych struktur zaréwno dla samych
antygendw HLA, jak i dla catych komplekséw TCR-pMHC (T=cell receptor- peptide- Major
Histocompatibility Complex) znaczaco wzrosta. Pozwolito to na wybér trzech struktur komplekséw z
bazy PDB, ktdre zawieraly zaréwno HLA Jak i prezentowany peptyd wraz z receptorem limfocytu T.
Zostaty one wybrane ze wzgledu na interesujgca whasciwosé, dotyczyly pary alleli B*35:01 i B*35:08,

ktdre w kontekscie tego samego peptydu i TCR réznily sie znaczgco jezeli chodzi o wywolywanie reakeji

5 Flomenberg N, Baxter-Lowe LA, Confer D, Fernandez-Vina M, Filipovich A, Horowitz M, Hurley C, Kollman C,
Anasetti C, Noreen H, Begovich A, Hildebrand W, Petersdorf E, Schmeckpeper B, Setterholm M, Trachtenberg E,
Williams T, Yunis E, Weisdorf D. Impact of HLA class | and class Il high-resolution matching on outcomes of
unrelated donor bone marrow transplantation: HLA-C mismatching is associated with a strong adverse effect on
transplantation outcome. Blood. 2004 Oct 1;104(7):1923-30. PMID: 15191952.

? Lee S, Klein J, Haagenson M, Baxter-Lowe LA, Confer DL, Eapen M, Fernandez-Vina M, Flomenberg N, Horowitz
M, Hurley CK, Noreen H, Oudshoorn M, Petersdorf E, Setterholm M, Spellman S, Weisdorf D, Williams TM, Anasetti
C. High-resolution donor-recipient HLA matching contributes to the success of unrelated donor marrow
transplantation. Blood. 2007 Dec 15;110(13):4576-83.PMID: 17785583.

8 Hurley CK, Foeken L, Horowitz M, Lindberg B, McGregor M, Sacchi N; WMDA Accreditation and Regulatory
Committees.. Standards, regulations and accreditation for registries involved in the worldwide exchange of
hematopoietic stem cell donors and products. Bone Marrow Transplant. 2010 May;45(5):819-24.doi:

10.1038/bmt.2010.8. PMID: 20173794.

° Ferrara GB, Bacigalupo A, Lamparelli T, Lanino E, Delfino L, Morabito A, Parodi AM, Pera C, Pozzi S, Sormani MP,
Bruzzi P, Bordo D, Bolognesi M, Bandini G, Bontadini A, Barbanti M, Frumento G. Bone marrow transplantation
from unrelated donors: the impact of mismatches with substitutions at position 116 of the human leukocyte
antigen class | heavy chain. Blood. 2001 Nov 15;98(10):3150-5. PMID: 11698304.
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immunologicznej na prezentowany peptyd, ktérym byt liczacy 11 aminokwaséw fragment antygenu
BZLF wirusa Epsteina-Barra (peptyd EPLP)" Utworzenie kompleksu B*35:01/EPLP/TCR, jak
udowodniono eksperymentalnie przez test cytotoksycznosci in vitro, powodowato silna odpowiedz
immunologiczna, p'Qdc'z_as‘ gdy_kompieks B*35:08/EPLP/TCR nie wywolywat znaczacej reakcji. Jedyng
réznica pomiedzy allelami HLA-B*35:01 i B*35:08 Jest pojedyncza substytucja aminokwasowa w
pozycji 256 (Leu — Arg). Informacje te wykorzystano w dalszych analizach, traktujac poziom energii
swobodnej oryginalnych kompleks6w jako punkt odniesienia. Zatozeniem analizy bylo stworzenie modeli
komparatywnych (bazujacych na opisanych wyzej strukturach matrycowych homologicznych sekwencji
HLA) z zalozeniem zmiany tylko jednego elementu — czgsteczki HLA i wykonanie minimalizacji energii
zmodyfikowanych komplekséw w celu obliczenia energii swobodnej kontaktu TCR-MHC i TCR-MHCp.
Obliczenia iostaly ‘Wyko{n"ane przy uz;ycibu procedury wielokrotnej minimalizacji modutu MacroModel9.5
W polu OPLS 2001, dostgpnego w pakiecie oprogramowania Schrodinger®, New York, NY'!. Sekwencja
prezentowanego peptydu EPLP pozostala nie zmieniona, natomiast Jjego konformacje do dokowania
zostaty WygeneroWéné 'za. pomocy algorytmu LLMOD (large-scale low-mode) modutu MacroModel9.5.
Uzyskano ponad 800'mozliwychvkdnformacji, z.ktérych do dalszych analiz wybrano 75, 0 najnizszych
wartosciach energii i RMSD (Root-Mean-Square Deviation of atomic positions). Wyboér alleli HLA do
podstawienia zostat oparty na wynikach analizy faktycznych danych dotyczacych procedur
przeszczepienia komérek krwiotworczych od dawcy niespokrewnionego pochodzacych z dwéch zrodet:
Centralnego Rejestru Niespokrewnionych Dawcéw Szpiku i Krwi Pgpowinowej prowadzonego przez
Poltransplant (dane dotyczace polskich pacjentéw z lat 2001-2008) oraz opublikowanych danych
International Hi'stoc'ompati‘bility’ Working Group. ELacznie dane dotyczyly 1757 przypadkéw
transplantacji, 1089 przeszezepien wykonano od dawcy w pelni  zgodnego, 668 od dawcy =z
niezgodnoscig. Najézes’c.iej 'obserwowanymi niezgodnos$ciami w analizowanym zbiorze byly réznice w
HLA-B: B*35:Ol(biorca)/B*35':03(déwca)' i B*27:02(bior£ca)/B*27:05(dawca). Dla alleli HLA-B*35:03,
B*27:02 i B*27:05‘ skonstruowano na podstawie matrycy 2NXS modele struktury trojwymiarowej za
pomocg zautomatyzowanej procedury modelowania dostgpnej na serwerze SWISS-MODEL'2. Na
pierwszym etapie pfocedury struktury kompleksu TCR-pMHC dla 75 réznych konformacji EPLP po
podmianie struktury HLA na model dla danego allelu podlegaty minimalizacji, w nastepnym kroku
obliczano w polu OPLS 2001 energie dla strefy kontaktu TCR-MHC (w Jej skiad wchodzity reszty MHC
w promieniu 5A od czé}steciki TCR i reszty TCR w promieniu 5 A od czasteczki MHC(HLA)) oraz strefy

kontaktu TCR-p.

0 Tynan FE, Reid HH, .kjer-Nielsen L, Miles JJ, Wilce MC, Kostenko L, Borg NA, Williamson NA, Beddoe T, Purcell AW,
Burrows SR, McCluskey J, Rossjohn J. A T cell receptor flattens a bulged antigenic peptide presented by a major
histocompatibility complex class I molecule. Nat Immunol. 2007 Mar;8(3):268-76. PMID: 17259989,

" http://www.schrodinger.com/

12 Swiss Institute of Bioinformatics, Basel, Switzerland
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Wyniki kalkulacji energii interakcji dla wybranych komplekséw TCR (T-cell Receptor) dawcy — pHLA
biorcy wykazaty, ze energia kontaktu w zakresie tzw. synapsy komérkowej réinila si¢ przy
Wymianie alleli HLA w kompleksie HLA-TCR, nawet przy zachowaniu tego samego peptydu i
receptora TCR,. przy czym bardzo duzy wplyw na energi¢ stabilizacji kompleksu miala
konformacja prezentowanego peptydu. Drugg waing ebserwacjg byla zaleznosé energii interakeji
TCR-MHC i TCR—peptyd od liczby i lokalizacji substytucji aminokwasowych miedzy allelami
HLA. Roznice w catkowitej energii interakcji dla komplekséw minimalizowanych dla modeli HLA z
wyzszg liczbg substytucji (np. migdzy B*27:02 a B*27:05) lub migdzy réznymi grupami alleli (B27 i
B35) byly wigksze niz w przypadku alleli roznigcych si¢ tylko jednym aminokwasem B*35:01/B*35:03.
Wynik taki jest zgodny z oczekiwaniem, ale stal w Sprzecznosci z obserwowanymi wynikami
transplantacji w grupach pacjentéw - przeszczepion}‘/ch z niezgodnodcia B*35:01/B*35:03 i
B*27:02/B*27:05. Wbrew oczekiwaniom krzywa przezycia dla tej ostatniej grupy byla wyraznie lepsza
niz dla grupy pierwszej. Jednak analizujac wylacznie interakcje TCR-MHC, dla Scistej strefy kontaktu
miedzy tymi dwiema czgsteczkami zaobserwowano zupetnie odwrotne relacje. Tym razem réznice dla
energii interakcji obliczone dla alleli B*35:01 j B*35:03 okazaly si¢ byé wyzsze niz w przypadku
B*27:02 i B*27:05, mimo wigkszej liczby réznic aminokwasowych miedzy allelami tej drugiej pary.
Jedyna roznica aminokwasowa migdzy B*3501 i B*3503 wystepuje poza strefg kontaktu MHC-TCR
zdefiniowang na podstawie danych literaturowych i odleglodci migdzyczasteczkowych mierzonych dla
modelu struktury. Jest ona zlokalizowana w alfa-helisie rowka wiazacego, czyli w tzw. regionie APS
(Antigen Presenting Site), uznawanym za bardzo wazny dla specyficznosci czgsteczki HLA. Mozliwe, ze
substytucje zlokalizowane w rowku wigzacym peptyd moga wplywaé na energi¢ interakcji MHC-TCR w

Sposdb posredni.

Poréwnujgc catkowity energie interakcji dla kompleksu, ktéry nie aktywowat komoérek T in vivo z
wartosciami otrzymanymi dla oryginalnego kompleksu B*35:01-pTCR i zmodyfikowanych kompleksow
z modelami B*2705 i B*2702 mozna wnioskowaé, ze te ostatnie nie powinny inicjowaé reakcji

immunologicznej.

W Swietle otrzymhnyc’h wynikéw mozna stwierdzié, ze energie zwiazane z interakcjag MHC-TCR na
pierwszym etapie rozpoznawania kompleksu p-MHC przez receptor TCR moga poméc przewidzieé
powstanie reakcji ihimunblogicznéj. Male réznice w energii interakcji (Emnc-rcr + Ercryp) dla
komplekséw powstatych z udziatem HLA dawcy i biorcy wydaja sig by¢ skorelowane z dhuzszym czasem
przezycia biorcy po przeszczepieniu. Réznica w energii wigzania pomiedzy allelami HLA nie jest
bezposrednio zalezna od liczby réznic aminokwasowych miedzy nimi, a raczej od ich lokalizacji w
strukturze czgsteczki. Nawet substytucje w pozycjach odleglych od powierzchni bezposredniego

kontaktu mogg wplywaé na energi¢ wigzania TCR-MHC szczegdlnie, Jjezeli substytucja dotyczy rowka

wigzacego prezentowany peptyd.
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3.2. Odkrycie domeny kinazowej z atypowym miejscem aktywnym w biatkach z rodziny
selenoprotein (SELO), obecnych m.in. u czlowieka, sugerujace ich funkcje regulatorowg
w odpowiedzi na stres oksydacyjny.

A Novel Protein Kinase-Like Domain in a Selenoprotein, Widespread in the Tree of Life'3.

Selenoproteiny to grupa enzyméw o aktywnoéci oksydoreduktaz, tworzace mechanizmy obrony
przeciwko toksycznym substancjom ksenobiotycznym. Wigkszo$¢ eukariotycznych genomow posiada
niewielkg liczbe takich bialek, zwykle nie wiecej niz 20, ich cechg charakterystyczng jest wystepowanie
zmodyfikowanej reszty cysteiny, w ktérej atom siarki jest zastgpiony przez selen. Synteza katalitycznej
selenocysteiny wymaga utrzymywania kosztownego aparatu enzymatycznego, wigze si¢ tez z
zapotrzebowaniem na selen w $rodowisku. Biorac pod uwage tak wysokie koszty ewolucyjne trzeba
zalozy¢, ze selenobiatka pelnig istotne funkcje w proteomie eukariotycznym. Rodzina ludzkich
selenoprotein liczy 25 sekwencji, wigkszoé¢ ma aktywnosé oksydoreduktazowg z selenocysteing w
miejscu aktywnym, kilka z nich nie ma Jeszeze przypisanych i zbadanych funkeji. Jednym z takich biatek
Jest ludzka selenoproteina O (SELO), od kilku lat typowana jako jedno z potencjalnie najciekawszych
biatek o niepoznanej jeszcze funkcji', ktéra stata sie przedmiotem przedstawionej ponizej analizy

bioinformatyczne;j.

Pierwszym etapem analizy bylo zastosowanie narzgdzi do poszukiwania odlegtych homologii i
przewidywania struktury trzeciorzedowej: FFAS03 oraz HHpred, ktore wykazaly dla centralnego regionu
sekwencji SELO podobiefistwo do domen kinazowych (m.in. APH, Kdo/WaaP oraz innych rodzin
nalezacych do kinazo-podobnego klanu Pfam CL0126). Dla pozostatych fragmentow sekwencji nie
uzyskano istotnych predykcji. Nastepnym krokiem bylo poszukiwanie w dostepnych zasobach wszystkich
mozliwych homologéw kinazo-podobne; domeny SELO i konstrukcja drzewa filogenetycznego
zawierajacego jak najwiecej sekwencji pochodzacych z odleglych organizméw w celu zbadania jej
rozpowszechnienia oraz konserwacji motywéw w rejonie migjsca aktywnego. Wykorzystano w tym celu
narzgdzia do poszukiwania odlegtych homologii o zwigkszonej czulosci w poréwnaniu do klasycznych
algorytrﬁéw: tzw. Saturated BLAST i HHsenser. Kaskadowe wyszukania, wykorzystujagce zbiory
reprezentatywnych trafien do inicjacji kolejnych iteracji, daly w rezultacie zbior kilkuset
przypuszczalnych homologow. Zostaly one dodatkowo zweryfikowane standardowymi narzedziami w

celu potwierdzenia podovbieﬁs}twa do rodziny Pfam UPF0061, do ktérej przypisano ludzkg sekwencje

13 pudkiewicz M, Szczepiniska T, Grynberg M, Pawtowski K. PLoS One. 2012;7(2):e32138. doi:
10.1371/journal.pone.0032138. Epub 2012 Feb 16,PMID: 22359664.

14 Galperin MY, Koonin EV. 'Conserved hypothetical' proteins: prioritization of targets for experimental study.
Nucleic Acids Res. 2004 Oct 12;32(18):5452-63.Review. PMID: 15479782.
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SELO. Ze zbioru po_naq 800 sekwencji odrzucono sekwencje wykazujace ponad 70% identycznosé, w
celu wyboru puli-sekwencji reprezentatywnych. Ostatecznie uzyskano 143 sekwencje, pochodzace z
genomow  bakteryjnych, archebakteryjnych, eukariotycznych oraz przypisanych do metagenomu
morskiego (pochodzace z probek srodowiskowych pobranych z Morza Sargassowego). Sekwencje te
zostaly wykorzystane do konstrukeji wielokrotnego dopasowania i drzewa ML (maximum likelihood) z
uwzglednieniem cech taksonomicznych oraz konserwaciji wystepujacych przy C-koncu sekwenciji
aminokwasowej motywdw CxxC(U)>  zawierajgcych potencjalnie selenocysteing o aktywnosci
oksydoreduktazowej. Do zobrazowania podobiehstw migdzy typowymi rodzinami kinazowymi a rodzing
SELO (UPF0061) wykorzystano algorytm CLANS. Uzyskany graf wskazywat na silne zwigzki migdzy
SELO a klasycznymi rodzinami kinaz serynowych i tyrozynowych, ale takze licznymi rodzinami

pseudokinazowymi.

Analiza drzewa filogenetycznego dla homologéw SELO i rozpowszechnienia tej domeny wérdd réznych
grup taksonomicznych pozwolila na sformulowanie hipotezy, ze domena SELO, wystepujaca jako gen
mitochondrialny u wszystkich posiadajacych - go eukariontéw i rozpowszechnionych w wigkszosci
najwazniejszych grup bakterii, powstala u ostatniego wspélnego przodka bakterii i eukariotycznych
endosymbiontow, u nielicznych archebakterii pojawita si¢ prawdopodobnie droga transferu

horyzontalnego, a niektére linie eukariotyczne utracily ja wtérnie.

Aby zweryfikowaé wskazania metaserwer6w o prawdopodobnej obecnosci domeny kinazowej lub
kinazopodobnej w sekwencji SELO wykonano model struktury trjwymiarowej centralnej domeny SELO
W oparciu o matryce wskazang przez algorytm FFAS03, ktérg byta struktura podjednostki katalitycznej c-
AMP zaleznej kinazy biatkowej (1CDK) w kompleksie z analogiem ATP i jonami manganu.
Modelowanie poprzedzono dokladna analizg dopasowania sekwencji do matrycy wykonanego za pomocy
metody profilowej z manualnymi poprawkami wprowadzonymi na podstawie wynikéw przewidywania
struktur drugorzedowych (wykorzystano konsensus dla wskazan algorytméw Jpred, SOPMA i PsiPred).
Model zostat wykonany przy pomocy zmodyfikowanych skryptow pakietu Modeller9v8's, z podstawiefi
Jjonéw Mn?* przez Mg?* oraz ANP przez ATP. Uzyskane wyniki sugerowaty, ze prawdopodobna domena
kinazowa SELO sktada si¢ z mniejszej podjednostki N-koficowej zbudowanej giownie z clementéw
struktury beta, wiazgcej typowy dla kinaz ligand-ATP oraz z wigkszej, gléwnie alfa-helikalnej
podjednostki C-koﬁédWej. Kolejnosé elementéw beta i alfa zgadza si¢ mniej wiecej z typowa strukturg
rdzenia domeny kinazowej. Z dziewigciu typowych dla PKA subregionéw u SELO udalo sie
zidentyfikowaé szes¢, w tym m.in. wigzacg ATP petle glicynowa, petle katalityczng oraz motyw DFG,
miejsce wigzania jonu magnezu. Z krytycznych dla aktywnosci kinazowej reszt udato sie potwierdzié

zachowanie reszt: Lys72 zaangazowanej w wigzanie grup fosforanowych czgsteczki ATP, Glu9l,

15 Sali A, Blundell TL. Comparative protein modeliing by satisfaction of spatial restraints. J Mol Biol. 1993 Dec
5;234(3):779-815. PMID: 8254673.
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stabilizujacej Lys72 przez tworzenie mostka solnego oraz Aspl184, odpowiedzialnej za wigzanie jonu
magnezu. Motyw HRD/YRD charakterystyczny dla miejsca aktywnego klasycznych kinaz nie jest
zachowany w domenie SELO, zastgpuje go motyw HGV, brakuje wige potencjalnej katalitycznej reszty
Aspl66, jak jednak wskazujg dane literaturowe brak Aspl66 nie oznacza braku aktywnosci kinazowej's.
Fakt, ze udalo sig¢ skonstruowaé i zwalidowaé model komparatywny dla sekwencji SELO w oparciu
0 matryc¢ typowej struktury kinazowej, przemawia za hipotezg o obecnosci domeny

kinazopodobnej w tym bialku.

Ostatnim etapem badania byla analiza dostgpnych danych dotyczacych ekspresji gendéw z rodziny SELO
oraz analiza sasiedztwa genomicznego. W atlasie ekspresji tkankowej BiopGPS mozna zauwazyé
podwyzszong ekspresje ludzkich i mysich genéw SELO w tkankach watroby. W przypadku homologéw
drozdzowych i bakteryjnych zaobserwowano podwyzszony poziom transkryptéw SELO w warunkach
tlenowych w poréwnaniu z beztlenowymi, co moze wskazywaé na role tego biatka w reagowaniu na stres
oksydacyjny. Takze wyniki badania otoczenia genomicznego bakteryjnych homologéw SELO wskazujg
na takg wiasnie funkcje —w otoczeniu genu znajdujg sig liczne loci zaangazowane w reakcje na roznego

rodzaju stres komérkowy.

Analiza sekwencji z wykorzystaniem metod profilowych pozwolia takze na wykrycie odlegtej homologii
miedzy SELO a grupa bakteryjnych bialek mchC zaangazowanych w syntezg, maturacje i eksport
bakteriobdjczych antybiotykéw - mikrocyn. Produkcja i wydzielanie tzw. antybiotykéw cyklu redoks jest

Jednym z mechanizméw obrony przed stresem oksydacyjnym.

Przeprowadzone analizy pozwolily na wysunieéie i umotywowanie przypuszczenia, ze rodzina
bialek, do ktorej nalezy ludzka selenoproteina O, to ewolucyjnie stare oksydoreduktazy =z
prawdopodobng aktywnos$cig enzymatyczng, ktérej nie udalo si¢ jednak zidentyfikowaé w sposéb

jednoznaczny, zaangazowane w kaskade sygnalowg powstajaca w odpowiedzi na stres oksydacyjny.

Rodzing selenobialek SELO zainteresowat si¢ zesp6l Prof. Tagliabracci z University of Texas
Southwestern Medical Center w Dallas. Dzieki szeroko zakrojonym badaniom eksperymentalnym,
wlaczajac rozwiqzéhie' sfruktury trojwymiarowej bakteryjnego homologa SELO metoda krystalografii
rentgenowskiej, pro'wadzdnym we wspolpracy z IBB PAN i Katedra Bioinformatyki i Do§wiadczalnictwa
SGGW udalo si¢ opublikowaé w 2018 artykut w Cell donoszacy o odkryciu nietypowej aktywnosci
enzymatycznej u biatek SELO- okazaly sie one byé ampylazami, nie kinazami, zachowujac jednoczeénie

przewidziany przez nas rdzen struktury typowy dla kinaz i wiazac ATP w przewidzianym miejscu

16 Shi F, Telesco SE, Liu Y, Radhakrishnan R, Lemmon MA. ErbB3/HER3 intracellular domain is competent to bind
ATP and catalyze autophosphorylation. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 Apr 27;107(17):7692-7. PMID:20351256.
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aktywnym, jednak w odwréconej o 180° konformacji'’. Selenoproteiny okazaly si¢ byé bardzo
nietypowymi pseudokinazami, z aktywnoscig enzymatyczna, ktorej do tej pory nie raportowano dla
zadnego bialka z szeroko definiowanej rodziny kinaz i kinase-like. Ampylacja, obok fosforylacji jest
jeszcze jednym rozpoznanym mechanizmem komérkowego szlaku przekazywania sygnaléw, byé
moze jej znaczenie jest wicksze niz do tej pory uwazano. Co wigcej, zespolowi z UTSMC w Dallas
udato si¢ dowies¢ eksperymentalnie, ze SELO ampyluje glutaredoksyne, zalezny od glutationu enzym
bioracy udziat w regulacji réwnowagi redoks w komérce i dzigki temu mechanizmowi bierze udziat w

regulacji S-glutationylacji biatek i odpowiedzi na stres oksydacyjny.

17 Sreelatha A, Yee SS, Lopez VA, et al. Protein AMPylation by an Evolutionarily Conserved Pseudokinase. Cell. 2018
Oct 18;175(3):809-821.e19. doi: 10.1016/j.cell.2018.08.046. Epub 2018 Sep 27. PubMed PMID: 30270044.
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3.3. Odkrycie nowej rodziny kinaz regulowanych jonami wapnia, Secretory Pathway
Kinases (SPK), prawdopodobnie zwiazanej z rozwojem schorzefi z grupy zaburzen
neurologicznych

A Novel Predicted Calcium-Regulated Kinase Family Implicated in Neurological Disorders'®.

Kinazy bialkowe, najwazniejsze czasteczki efektorowe szlakéw sygnalowych w komérce uruchamiajace
kaskady sygnaléw przez fosforylacje kolejnych substratow biatkowych s3 jedna z najlepiej opisanych i
najchetniej badanych rodzin biatek, szczegblnie w proteomie ludzkim, ze wzglgdu na ich szczegolng rolg
regulatorows i potencjalne zastosowanie w medycynie i przemyéle farmaceutycznym. Natrafienie na
nieopisana rodzing kinaz, szczegdlnie zawierajacg sekwencje wystgpujace u czlowieka jest mato
prawdopodobne, a jednak udalo nam sig metodami bioinformatycznymi wykry¢ domeng kinazowg w
nieadnotowanej rodzinie biatkowej FAM69. Wyniki analizy modeli struktur tréjwymiarowych i
konserwacji motywéw katalitycznych charakterystycznych dla domen kinazowych obecnych u czterech z
pieciu ludzkich biatek FAM69 wskazujs, ze moga one mieé aktywno$é fosfotransferazowg. Obecnos¢
wigzacej jony Ca’>" tzw. domeny EF-hand w obrgbie domeny kinazowej u niektorych reprezentantéw
rodziny sugeruje, ze mogg one funkcjonowaé jako kinazy regulowane jonami wapnia. Geny FAM69 sa w
wiekszosci niescharakteryzowane molekularnie, jednak doniesienia literaturowe wskazujg na ich zwigzek
z zaburzeniami neurologicznymi, np. delecja genu C3ORF58(DIA1) zostala stwierdzona u chorych na
autyzm.

Pierwszym etapem anallzy bylo zastosowanie metod profi lowych do wyszukania odleglych homologii dla
reprezentanta nleoplsaneJ rodziny Pfam PIP49_C, ludzklego biatka FAM69A. Zaréwno wskazania
FFASO03, jak i HHpred sugerowaly podobienstwo do klasycznych kinaz serynowo-treoninowych i
tyrozynowych. Obszar istotnej homologii ograniczat sie do regionu 225-415 sekwencji FAM69A. W
analizie zastosowano réwniez algorytm CLANS na sekwencjach reprezentatywnych 17 rodzin nalezacych
do szeroko pojetego klanu biatek kinazo-podobnych. Uzyskany graf wskazal na istotne zwiazki PIP49_C
ze wszystkimi badanymi rodzinami na wszystkich 4 badanych poziomach istotnogei (od 0,1 do 1E-10). W
kolejnym kroku skonstruowano wielokrotne dopasowania najpierw dla podrodzin PIP49 C : FAMG9A,
B, C oraz DIAI i DIAIR za pomocg algorytmu MUSCLE, a nastepnie zestawiono dopasowania dla
podrodzin z uwzglc;dnieniem wiezéw dla wybranych motywow kinazowych za pomocg programu
Promals3D i przyrownano do sekwenql wzorcowych kinaz o znanej strukturze, uzyskujac spojny MSA,
do ktorego dodano przew1dywama struktury drugorzqdqwej dla przedstawicieli rodzin (uzyskane za
pomocg serwerow TMHMM, Phobius, Jpred i PsiPred). Model strukturalny ludzkiego biatka FAM68A
zostal opracowany metodg komparatywna. Matryce do modelowania wybrano na podstawie wskazan

serwera FFAS03, bazujacego na poréwnaniu profili, uzupetnionych o wyniki HHPred (poréwnanie

18 pydkiewicz M, Lenart A, Pawtowski K. PLoS One. 2013 Jun28;8(6):e66427, PMID:23840464.
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modeli HMM). Najlepsze wyniki dawaly dwie struktury kinaz zdeponowane w bazie PDB (3HGK i
3S95) dla biatka ludzkiego i roslinnego, oraz, z uwagi na obecno$¢ nietypowej petli wigzacej waph (EF-
hand) struktura 2PMY (domena EF ludzkiego biatka RASEF). Ostatecznie do modelowania
wykorzystano polaczenie trzech matryc, a do odtworzenia pozycji wigzania ligandu wykorzystano
dodatkowo strukture kinazy A (1CDK), wykrystalizowang razem z czasteczka ANP i jonem Mn?*. Dwie
matryce kinazowe zostaly dopasowane do siebie za pomoca algorytmu FATCAT'. Do dopracowania
MSA miedzy matrycami a modelowana sekwencja wykorzystano kombinacjg pojedynczych dopasowarn
uzyskanych metodami FATCAT, HHpred i FFASO3 oraz niewielkie reczne poprawki uwzgledniajace
dopasowanie struktur drugorzedowych. Model wykonano za pomoca zautomatyzowanej procedury
Modeller9v8, a jego walidacja zostala przeprowadzona za pomocg serwera MetaMQAP%.

Wyniki analizy sekwéhcji i modelu przestrzennego wykazaly, z¢ FAM69A wykazuje wysokie
podobienstwo do strukturalnej podjednostki C-koncowej Kklasycznej kinazy. Podobienstwo w
regionie N-kbﬁcoWym uiyskiwalo wartosci na granicy istotnosci, jednak po usunigciu insercji -
fragmentu sekwencji zawierajacego motyw EF-hand, reszta sekwencji wykazala istotne ogélne
podobienistwo do kinaz bialkowych. By¢ moze wlagénie ta insercja przeszkadzala w automatycznym
odkryciu homologii w procesie automatycznej adnotacji genomu ludzkiego.

Jezeli chodzi o zachowame typowych motywéw i reszt katalitycznych, zaréwno w dopasowaniu
sekwencji FAM69 jak i w modelu struktury mozna zaobserwowal konserwacjg reszty Asp
odpowiadajacej katahtycznej D166 klasycznej kinazy PKA. Jedynym wyjgtkiem jest CXORF36,
przypuszczalna pseudokinaza. Obecne sg takze odpowiedniki reszt N171 i D184 PKA odpowiedzialne za
wigzanie jondw magnezu oraz odpowiedniki reszt lizyny i kwasu glutaminowego w regionie -3 i helisie
a-C PKA zaangazowane w wigzanie grup fosforanowych ATP. Z drugiej strony sekwencja FAM69A zdaje
sie nie posiadaé typowego motywu wiazania ATP GxGxxG, co zdaje si¢ wskazywac na nietypowy sposob
wigzania llgandu w teJ grupie biatek. Nastepnym ciekawym spostrzezeniem jest podwyzszona zawartos¢
cysteiny w sekwenqach FAM69 (potwierdzona analiza statystyczng dla zawartosci cysteiny dla
wszystkich znanych rodzin kmazowych). Wigkszoé¢ z cystein jest zachowana i moze uczestniczyé w
tworzeniu mostkéw quSiérézkchh, cOo sugeruje tez 1n:'0de1 struktury tréjwymiarowej. Jeden z nich ,
migdzy resztami Cys293 i Cy§331, blisko przypuszczalnie katalitycznej reszty Asp, stabilizuje
prawdopodobnie konformacje miejsca aktywnego.

Zgodnie z przewidywaﬁiami algorytméw rozpoznajacych domeny transmembranowe, FAM69A, B i C

posiadaja domeny btonowe, podcias gdy C30RFS58 i CXORF36 wykazuja raczej obecno$¢ sekwencji

15 Ye Y, Godzik A. Flexible structure alignment by chaining aligned fragment pairs allowing twists. Bioinformatics.
2003 Oct;19 Suppl 2:ii246-55. PMID:14534198.

20 pawlowski M, Gajda MJ, Matlak R, Bujnicki JM. MetaMQAP: a meta-server for the quality assessment of protein
models. BMC Bioinformatics. 2008 Sep 29;9:403. PMID: 18823532.
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sygnatlowych. Doniesienia literaturowe wskazujg z kolei na lokalizacje biatek FAM69 w retikulum
endoplazmatycznym?', natomiast obecno$é produktu genu C3ORFS8 potwierdzono w aparacie
Golgiego®. Analiza dostepnych w bazach danych ekspresyjnych wykazala, ze ekspresja FAM69A nie jest
specyficzna tkankowo, podczas gdy transkrypty FAM69B i C wystepujg gléwnie w tkance mdzgu i oka.
Ekspresja genu C30RF58 zostala zaobserwowana w tkance chrzgstki, szczegdlnie w rozwijajacych sie
chondrocytach, jak rowniez w zawigzkach zgbowych. Dane literaturowe sg zgodne z danymi
ekspresyjnymi, sugerujac zwigzek niektoérych gendéw z rodziny FAM69 z licznymi zaburzeniami
neuronalnymi u czlowieka. Jedna z dwoch najwigkszych delecji chromosomowych towarzyszacych
autyzmowi obejmuje region kodujacy C3ORF58(DIA1), dodatkowo wiadomo, ze ekspresja tego genu jest
regulowana przez aktywno$¢ neuronalng®. Z kolei CXORF36 (DIAIR) jest laczony z zespolem
tamliwego chromosomu X (FXS); ktéfego 'fnéchanizm molekularny jest prawdopodobnie bardzo zblizony
do tego wywolujgcego autyzm, poniewaz 30% pacjentéw ze zdiagnozowanym FXS wykazuje takze
symptomy autyzmu®*, Niektore publikacje lacza takze region chromosomu zawierajacy locus CXORF36
z zaburzeniami néurologicznymi, zwigkszong sklonnoscig do autyzmu u mezezyzn i zespolem Kabuki,
zwigzanym z wrodzonym upo$ledzeniem umystowym?.

Uzyskane wyniki analiz bioinformatycznych i poszukiwan literaturowych sklaniaja do
przedstawienia hipotezy, ze bialka FAM69 sa wainymi kinazami regulujacymi prawdopodobnie
procesy transportu z aparatu Golgiego do blony komérkowej lub z ER do aparatu Golgiego, byé
moze przez fosforylacj¢ bialek ulegajacych sekrecji. Jak wykazano prawidlowe funkcjonowanie
transportu pecherzykowego jest krytyczne dla rozwoju neuronéw u czlowieka, a wystgpienie

nieprawidlowosci moze doprowadzi¢ do opéznienia umyslowego®. By¢é moze wspdlnym

21 Tennant-Eyles AJ, Moffitt H, Whitehouse CA, Roberts RG. Characterisation ofthe FAM69 family of cysteine-rich
endoplasmic reticulum proteins. Biochem Biophys Res Commun. 2011 Mar 18;406(3):471-7. PMID: 21334309.

22 Takatalo M, Jirvinen E, Laitinen S, Thesleff I, Rdnnholm R. Expression of the novel Golgi protein GoPro49 is
developmentally regulated during mesenchymal differentiation. Dev Dyn. 2008 Aug;237(8):2243-55. PMID:
18651652,

23 Morrow EM, Yoo SY, Flavell SW, Kim TK, Lin Y, Hill RS, Mukaddes NM, Balkhy S, Gascon G, Hashmi A, Al-Saad S,
Ware J, Joseph RM, Greenblatt R, Gleason D, ErteltJA, Apse KA, Bodell A, Partlow IN, Barry B, Yao H, Markianos K,
Ferland RJ,Greenberg ME, Walsh CA. Identifying autism loci and genes by tracing recent shared ancestry. Science.
2008 Jul 11;321(5886):218—23. PMID: 18621663.

2 Hagerman R, Hoem G, Hagerman P. Fragile X and autism: Intertwined at themolecular level leading to targeted
treatments. Mol Autism. 2010 Sep 21;1(1):12. PMID: 20858229.

25 Lederer D, Grisart B, Digilio MC, Benoit V, Crespin M, Ghariani SC, Maystadt 1, Dallapiccola B, Verellen-Dumoulin
C. Deletion of KDM6A, a histone demethylase interacting with MLL2, in three patients with Kabuki syndrome. Am J
Hum Genet.2012 Jan 13;90(1):119-24. PMID: 22197486.

26 Giannandrea M, Bianchi V et a. Mutations in the small GTPase gene RAB39B are responsible for X-linked mental
retardation associated with autism, epilepsy and macrocephaly. Am J Hum Genet. 2010 Feb 12;86(2):185-95. PMID:
20159109.
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mianownikiem dla zaburzen neurologicznych wigzanych z genami FAM69 moga byé zaburzenia

komorkowych szlakdéw wydzielniczych w neuronach.
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3.4. Odkrycie bakteryjnych aneksyn prawdopodobnych przodkow aneksyn
eukariotycznych.

Bioinformatics Analysis of Bacterial Annexins — Putative Ancestral Relatives of Eukaryotic Annexins®'.

Aneksyny to rodzina biatek rozpowszechnionych wsrod organizmow eukariotycznych, oddzialujacych z
blonami biologicznymi, majacych zdolnos¢ odwracalnego wigzania jonow Ca*". Aneksyny moga petnié
bardzo rozne funkcje w komorce, ale za ich gléwng rolg uwaza si¢ udziat w transporcie pecherzykowym,
zwhaszcza w endocytozie. Zaangazowanie w tak podstawowe procesy tlumaczy zasieg ich wystgpowania.
Struktura aneksyn jest bardzo charakterystyczna, wzorcowe aneksyny kregowcow sa ztozone z czterech
homologicznych domen (tzw. powtérzefi aneksynowych — annexin repeats) o dlugosci ok. 70
aminokwaséw. Rdzef domeny aneksynowej jest odpowiedzialny za odwracalne, zalezne od stgzenia
jonéw wapnia, wigzanie czasteczek fosfolipidéw blonowych. Typowa czasteczka aneksyny
eukariotycznej sklada si¢ z czterech powtdrzen, chociaz zdarzaja sie takze aneksyny 8-rdzeniowe.
Powszechnie przyjeta hipoteza na temat pochodzenia aneksyn zaklada zajécie podwojnej duplikacji
fragmentu genomvu.'Nie'dawne odkrycie jednodomenowej aneksyny bakteryjnej u Cytophaga hutchinsonii
zdaje sie potwierdzéé te hi.potezqz's. W celu statystycznej' analizy zjawiska i znalezienia dodatkowych
dowodéw na poparcie tezy o bakteryjnych korzeniach aneksyn wykonaliémy szereg analiz
bioinformatycznych, starajac si¢ za pomocy narzedzi do badania odleglych homologii
zidentyfikowa¢ i zbadaé wszystkie prokariotyczne homologi aneksyn. Zastosowana procedura
pozwolita na wykrycie okoto 30 potencjalnych jedno- i wielodomenowych aneksyn u 17 gatunkéw
bakterii. Sekwencje bakteryjnych odpowiednikéw aneksyn wykazywaly odlegle, ale statystycznie
istotne podobienstwo do p'roﬁli bialkowych skonstruowanych dla aneksyn eukariotycznych.
Niektore aneksyny bakteryjne byly wyposazone w dodatkowe atypowe domeny, np.
charakterystyczne dla toksyn. Zréznicowanie sekwencji i architektury domenowej bakteryjnych
aneksyn, o wiele wigksze niz u ich eukariotycznych homoiogéw, przemawia za teorig o ich wczesniejszej
genezie i dluzszej historii ewolucyjnej. Przeciwko hipotezie o bakteryjnym przodku wigkszosci
wspdlczesnych aneksyn $wiadezy male rozpowszechnienie aneksyno-podobnych sekwencji wsrod linii

bakteryjnych.

27 Kodavali PK, Dudkiewicz M, Pikuta S, Pawtowski K. PLoS One. 2014 Jan 16;9(1):e85428. doi:
10.1371/jou'rnaI.pone.OO85428,PubMed PMID: 24454864.

28 Morgan RO, Martin-Almedina S, Garcia M, Jhoncon-Kooyip J, Fernandez MP. Deciphering function and
mechanism of calcium-binding proteins from their evolutionary imprints. Biochim Biophys Acta. 2006
Nov;1763(11):1238-49. PMID: 17092580.
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3.5. Przypisanie nieadnotowanej rodziny biatkowej DUF2362 do klanu Macro — odkrycie
potencjalnego nowego uczestnika komdrkowego szlaku sygnatowego opartego na ADP-
rybozylacji.

Cl 2brf4, a novel conserved family of macro-like domains, likely new players in ADP-ribosylation signaling®

Ludzkie biatko C120RF4 nalezy do rodziny DUF2362, obejmujacej domeny o nieznanej funkcji obecne i
zachowane w wielu liniach Eukaryota, gtéwnie Metazoa. Jedyna dostgpna informacja o przypuszczalnej
funkcji C120RF4 to jego powigzanie z degranulacja komérek tucznych uktadu odpornosciowego oraz z

genetycznymi przyczynami dziedzicznej autosomalnej niepelnosprawnosci intelektualne;. 30

Wykonane przez nas analizy bioinformatyczne dostarczyly silnych dowodéw na poparcie tezy, ze biatko
to jest nowym cztonkiem waznego biatkowego klanu Makro, faczacego biatka posiadajace makrodomeny,

charakterystyczne elementy strukturalne odpowiedzialne za wigzanie reszt ADP-rybozy.

Analiza podobieﬁstwa éekwehéji' biatek zaliczanych do rodziny DUF2362 w stosunku do innych
przedstawicieli nadrodziny Makro, wykonana zaréwno standardowymi metodami przyréwnania
sekwencji (BLAST, grupowanie za pomocg algorytmu CLANS), jak i metodami profilowymi, pozwolita
na sformutowanie tezy o ich homologii sekwencyjnej, a takze prawdopodobnie strukturalnej i
funkcjonalnej z makrodomenami. Narzedzia poszukiwania odleglych homologii wskazywaty na silny,
pojedynczy sygnat typowy dla profilu makrodomeny w C-koncowej czgsci sekwencji ludzkiego biatka
C120RF4 (rejon 322-552). Najwieksze podobienstwo stwierdzono w przypadku domeny makro typu
“eraser”, majacej whasciwosci nie tylko wigzace ADP-rybozg, ale i katalityczne — zdolno$é usuwania
dodanych post-translacyjnie do czasteczki biatka reszt ADP-rybozy, a ponadto wystepujacej zwykle tylko
w jednej kopii (w przypadku makrodomen wigzacych, typu reader” obecne sg najczgsciej 3 powtdrzenia
motywu domeny makro). Na matrycy takiej wilasnie makrodomeny typu “eraser” pochodzacej z
ludzkiego MacroD2 udato si¢ zbudowaé model homologiczny przypuszczalnej struktury trojwymiarowe;j
biatka C120RF4, z uzyciem elementéw konstrukcji petli ab initio oraz dokowania przypuszczalnego
ligandu — ADP-rybozy. Do predykcji lokalizacji miejsca wigzania ADP-rybozy w analizowanym modelu
uzyto metody skanowania bazy danych PDB w poszukiwaniu struktur podobnych i zawierajgcych
ligandy. Udato sig¢ potwierdzi¢ obecnos¢ i zachowanie w calej rodzinie DUF2363 kluczowych dla
MacroD2 reszt katalifycznych z petli 1 Asp i Asn, sekwencja petli 2 nie wykazywata jednak wyrazniej

homologii ani do wzorca dla makrodomen typu: eraser”, ani ,,reader”.

29 pudkiewicz M, Pawtowski K. Peer). 2019 May 1;7:e6863. doi: 10.7717/peerj.6863,PMID: 31106069.

30 Alazami AM, Patel N, et al. 2015. Accelerating novel candidate gene discovery in neurogenetic disorders via
whole-exome sequencing of prescreened multiplex consanguineous families. Cell Reports 10(2):148-161. PMID

25558065
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Wezesnigjsze doniesienia literaturowe 31, wraz z naszymi odkryciami, ktére tagcza C120RF4 z ADP-
rybozylacja, rzucaja nowe interesujace $wiatlo na znang funkcje PARP-1 w degranulacji, a konkretnie w
modulowaniu wytwarzania cytokin zwigzanych z astma32. Inhibitory PARP1 i PARP14 s3 juz brane pod
uwage w leczeniu astmy i na razie testowane na modelach zwierzgcych33. Zaobserwowano m.in., Ze
ekspozycja na alergeny wywolywala u zwierzat uczulonych gwaltowny wzrost aktywnosci PARP,
zwezenie oskrzeli, inflacje przestrzeni powietrznej ptuc.i degranulacja komorek tucznych, natomiast

inhibicja PARP zapobiegata powyzszym zmianom morfologicznym i biochemicznym w ptucach34

Nasze wyniki pozwalaja nam sformulowaé hipoteze, ze posiadajace makrodomeng biatko C120RF4, jako
domniemana ,,gumka” ADPr, reguluje zalezny od PARP szlak sygnatowy ADP-rybozylacji biatek,
podobnie jak PARG (glikohydrolaza Poli (ADP-rybozy)), ktorej antagonistyczna do PARP rola w
chorobach dr6g oddechowych byla juz wezesniej znana. Fakt, ze ekspresia C120RF4 moze wplywaé na
fosforylacje kilku kinaz umozliwia spekulacje, ze wplyw PARP i C120RF4 na degranulacje moze by¢
bardzo bezposredni i odbywaé si¢ przez ADP-rybozylacje kinaz. Znane sa przypadki regulacji sciezki
sygnalizacji kinazowej na drodze bezposredniej ADP-rybozylacje kluczowych kinaz przez efektory
bakteryjne, a takze przez endogenne ludzkie ADP-rybozylotransferazy.

Interesujacym powigzaniem migdzy przypisanym C120RF4 fenotypem zwigzanym z degranulacja a jego
potgczeniem z niepelnosprawnoscia umystowa jest fakt, ze degranulacja komorek tucznych jest jednym z
proceséw zaangazowanych w zapalenie mézgu® *. Z kolei zapalenie mézgu moze prowadzié¢ do ID i

powigzanych komplikacji.

Podsumowujac, zgromadzono mocne dowody in silico, ze rodzing DUF2362 nalezy zaliczyé do
klanu makrodomen. Podobiefistwo do znanych domen Makro jest jasne i sugestywne. Pozostaje
niejasne, czy ta nowa domena Makro ma aktywno$é katalityczng, czy tylko funkcje ,,czytnika”

sygnalu ADP-rybozylacji, jednak kilka argumentéw przemawia za funkcja katalityczna, a nie

1 Mazuc E, Guglielmi L, et al.. 2014. In-cell intrabody selection from a diverse human library identifies C120rf4
protein as a new player in rodent mast cell degranulation. PLOS ONE 9(8)e104998. PMiD25122211

%2 Sethi GS, Dharwal V, Naura AS. Poly{ADP-Ribose)Polymerase-1 in Lung Inflammatory Disorders: A Review. Front
immunol. 2017 Sep 19;8:1172 PMID: 28974953.

33 7affini R, Gotte G, Menegazzi M. Asthma and poly(ADP-ribose) polymerase inhibition: a new therapeutic
approach. Drug Des Devel Ther. 2018 Feb 12;12:281-293. PMID: 29483769.

34 Suzuki Y, Masini E, Mazzocca C, Cuzzocrea S, Ciampa A, Suzuki H, Bani D. Inhibition of poly(ADP-ribose)
polymerase prevents allergen-induced asthma-like reaction in sensitized Guinea pigs. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics. 2004;311(3):1241-1248, PMID: 15254147

35 Dong H, Zhang X, Wang Y, Zhou X, Qian Y, Zhang S. Suppression of brain mast cells degranulation inhibits
microglial activation and central nervous system inflammation. Molecular Neurobiology. 2017;54(2):997-

1007,PMID: 26797518

36 Skaper SD, Facci L, Zusso M, Giusti P. An inflammation-centric view of neurological disease: beyond the neuron.
Frontiers in Cellular Neuroscience. 2018;12:72, PMID: 29618972
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pseudoenzymatyczng C120RF4, w tym zachowanie domniemanego miejsca aktywnego, podobnego

do motywéw petli katalitycznej sekwencji MacroD2 — ,erasera” usuwajacego stemple ADP-rybozy
z substratéw biatkowych.
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3.6. Potwierdzona laboratoryjnie identyfikacja nowego cztonka rodziny kinaz NFK3 —
PEAK3/C190rf35: pseudokinazy inhibujacej crkil. z funkcja regulatora procesu
formowania sig cytoszkieletu, zwigzanej z procesami onkogenezy.

PEAK3/C1901f35 pseudokinase, a new NFK3 kinase family member. inhibits Crkll through dimerization’ .

Czlonkowie New Kinase Family 3 (NKF3), pseudokinazy PEAK1/SgK269 i Pragmin/SgK223 okazaty
si¢. waznymi regulatorami ruchliwosci komérek i progresji onkogenezy,%. Migracja komérek
nowotworowych zwigzana jest z ich ruchliwoscia, wraz ze wzrostem guza rozpoczynaja one ekspansje na
otaczajgce go tkanki. Wejscie komérek rakowych w stan metastazy jest zwykle przyczyna drastycznego

pogorszenia rokowan dla pacjenta z nowotworem.

W powyzszej publikacji dowiedziono, ze C190rf35 (PEAK3), nowo zidentyfikowany czlonek tej rodziny
Jest kinazopodobnym biatkiem zachowanym ewolucyjnie w linii ssakow i ptakéw oraz pelni funkcje
regulatora ruchliwosci komérek opartej na procesach agregowania si¢ mikrofilamentow. Slady homologii
migdzy Cl9orf35 a pseudokinazami PEAK1/Sgk269 i Pragmin/SgK223 zostaly zidentyfikowane
metodami bioinformatycznymi, sekwencja unikneta prawdopodobnie adnotacji jako czionek rodziny
NKF3 z powodu wysokiej zawartoéci regionéw o niskiej ztozonosci (LCR) w swojej domenie
pseudokinazowej. Pomimo tej réznicy PEAK3 zachowuje cechy charakterystyczne dla rodziny NKF3. W
sekwencji zidentyfikowano reszty zdefiniowane jako triada inhibujgca, ktére zastaniaja kinazowa kieszen
wigzacg ATP*. Wraz z mutacjami kilku reszt katalitycznych w domenie kinazowej cechy te definiuja
PEAK3 jako pseudokinaze. Na podstawie analizy sekwencji i wynikéw mutagenezy wykazano réwniez,
PEAK3 ulega autoregulacji przez konserwatywna domené SHED, ktora flankuje domene pseudokinaz,
podobnie jak ma to miejsce w biatkach Sgk269 i Sgk223. Obecnosé domeny SHED i jej rola w
oligomeryzacji definiuja unikalne cechy kinaz nalezacych do rodziny NKF3. Analiza filogenetyczna
rodziny wykéza}a, Ze prZodek 4Sek‘wencji NKF3, ktéry prawdopodobnie pojawit sie u przodka Metazoa,
byt najbardziej podobny do PEAKI1 i byt juz pseudokinazg. Biatko to mialo motyw NFS zamiast
kanonicznego dla kinaiDFG, chociaz zachowato motyw HxD, ktéry przeksztatcil sig w HCD w ludzkim
PEAKI, a w niektérych homologach wrécit do kanonicznej kinazowej postaci HRD. W niektérych

ptasich homologach PEAKI1 i Pragmin udato si¢ natomiast zauwazy¢é powrdt do pierwotnego kinazowego

37 Lopez ML, Lo M, Kung JE, Dudkiewicz M, Jang GM, Von Dollen J, Johnson JR, Krogan NJ, Pawfowski K, Jura N. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2019 Jul 30;11.6(31):15495-15504. doi: 10.1073/pnas.1906360116,PMID: 31311869.

3% Manning G, Whyte DB, Martinez R, Hunter T, Sudarsanam S. The protein kinase complement of the human
genome. Science. 2002 Dec 6;298(5600):1912-34, PMID: 12471243,

39 Kung JE, Jura N. Structural Basis for the Non-catalytic Functions of ProteinKinases. Structure. 2016 Jan,PMID:
26745528.

40 Ha BH, Boggon TJ. The crystal structure of pseudokinase PEAK1 (Sugen kinase 269) reveals an unusual catalytic
cleft and a novel mode of kinase fold dimerization. J Biol Chem. 2018 Feb 2;293(5):1642-1650.
doi:10.1074/jbc.RA117.000751,PMID: 29212708.
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motywu DFG, bylo to jednak sprzezone z mutacja drugiego kanonicznego motywu (HxD) w kierunku
zupelnego braku aktywnosci. Obserwacje te wspieraty hipoteze, ze NKF3 jest przykltadem rodziny
bialek kinazopodobnych, ktére ewoluowaly jako pseudokinazy, a ich obecna funkcja w koméree
wymaga braku typowej aktywnoSci enzymatycznej. Wyniki analizy bioinformatycznej wsparte
modelowaniem struktury tréjwymiarowej dimeru C12orf35 i mapowaniem konserwacji reszt dla grupy
homologéw PEAK3 na uzyskany model zachecily zespot Natalii Jury z University of California San
Francisco do eksperymentalnego poszukiwania funkcji dla nowego czlonka rodziny NKF3. Laboratoryjny
screening w poszukiwaniu bialek wigzacych sig¢ z Cl19orf35 wykazal interakcje z regulatorami
ruchliwosci komérek, w tym z biatkiem adaptorowym Crkll, produktem znanego protoonkogenu c-Crk.
Udalo si¢ wykazaé, ze PEAK3 wplywa na CrkII w odwrotny sposéb od pozostalych czlonkéw
rodziny NKF3 — hamuje dzialanie CrKIl, podczas gdy PEAK] i Pragmin wzmacniajg jego funkeje i
przekazywany sygnai bko‘m()rkov's"y. Mechanizm lezacy u podstaw takiego antagonistycznego dziafania
pozostaje niewyjasniony, ale ma niewgtpliwie zwiazek z réznicami obserwowanymi w sekwencji domeny
pseudokiinazoiwej uPEAK3 1 innych' cztonkéw rodziny NKF3, a zwlaszcza brakiem regionu N-
koficowego w sekWehcji C12.orf35.,: ktéry iﬁoie by¢ odp;)wiedzialny za wzmacnianie sygnalu kaskady
CrklI przez biatka PEAK] i Pragmin. Wykazano réwniez do$wiadczalnie, ze dimeryzacja PEAK3 oparta
na domenie SHED jest niezbedna do jego wiazania si¢ z Crkil. Perspektywa regulacji dimeryzacji
PEAK3 poprzez zmiany konformacyjne w domenie pseudokinazowej daje ekscytujaca mozliwosé
farmakologicznej modulacji aktywnoéci bialka PEAK3, ktore zdaje si¢ mie¢ obiecujacy potencjal
terapeutyczny‘”. Mimo #e brak obecnie doniesien o zwiazanych z nowotworami mutacjach w
PEAK3, ekspresja mRNA dla genu Cl12orf35 jest znaczaco podwyzszona u pacjentéw Z ostry
bialaczkg szpikowa (AML) w stosunku do grup kontrolnych.

Wiadomo, ze biatka rodziny Crk odgrywajg kluczowa role w procesach inwazji i migracji komorek
nowotworowych poprzez integracj¢ i wzmocnienie sygnatow pozakomoérkowych. Genetyczny knock-out
Crkll wyraznie zmniejsza zdolno$¢ do migracji i obniza ztodliwy potencjat wielu ludzkich komérek
rakowych, w tym raka phuc, piersi i jajnikow*,*. Inhibicja CrkIl prowadzi z mechanicznego punktu
widzenia do ograniczenia rozbudowy sieci aktynowych mikrofilamentéw tworzacych szkielet

komérkowy, czyli do efektéw podobnych do morfologicznych skutkéw nadekspresji PEAK3 w komorce,

41 Kung JE, Jura N. Prospects for pharmacological targeting of pseudokinases. Nat Rev Drug Discov. 2019
Jul;18(7):501-526. doi: 10.1038/s41573-019-0018-3,PMID: 30850748.

42 Rodrigues S. P. et al.,'trkl and Crkll function as key signaling integrators for migration and invasion of cancer cells.
Mol. Cancer Res. 2005:3, 183-194, PMID: 15831672

43 Nakashima N, Rose DW, Xiao S, Egawa K, Martin SS, Haruta T, Saltiel AR, Olefsky JM. The functional role of Crkil in
actin cytoskeleton organization and mitogenesis. J Biol Chem. 1999 Jan 29:274(5):3001-8, PMID: 9915838.
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obserwowanych przez Lopeza i in**. PEAK3 moze okazaé si¢ potencjalnym celem w farmakologiczne)
walce z AML i innymi typami nowotwordw, ktére sa podatne na inhibitory szlakéw ruchliwosei i migracji

komorek.

ang GM, Von Dollen J, Johnson JR, Krogan NJ, Pawtowski K, Jura N. Proc

4 | opez ML, Lo M, Kung JE, Dudkiewicz M, J
869.

Natl Acad Sci U S A. 2019 Jul 30;116(31):15495-15504. doi: 10.1073/pnas.1906360116,PMID: 31311
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11. Podsumowanie aktywnosci naukowej

[INFORMATION ON SCIENTIFIC OR ARTISTIC ACTIVITY]

1). Lista rozdzialéw w monografiach naukowych i podrgcznikach.
[List of published chapters in scientific monographs]

Rozdzialy w monografiach

A) migdzynarodowych

Lp.

Opis bibliograficzny pracy*

Lange A, Polak M, Dudkiewicz M, Koscifiska K, Nowicka A, Bogunia-Kubik K. Standardization of
Donor-Recipient Matching in Transplantation. Hauppage NY(USA): Nova Science Publishers, Inc.,
2006; ISBN:1-59454-423-9. Section IL: NATIONAL BONE MARROW DONOR REGISTRIES;
Chapter 11 ACTIVITY OF THE NATIONAL POLISH BONE MARROW DONOR REGISTRY,
93:101; ’ o

Sliwka P, Dudkiewicz M. BIOMAT 2008. Singapore: World Scientific Publishing Co. Pte. Ltd.,

2 2009, ISBN:978-981-4271-81-3§' The Markov Chains (Markov Set-Chains) as a Tool for Bacterial
Genomes Evolution Analysis, 235:252
Sliwka P, Dudkiewicz M. Symmetries and Groups in Contemporary Physics. Singapore: World
3 Scientific Publishing Co. Pte. Ltd., 2013, ISBN:978-981-4518-54-3. How to identify laterally
transferred genes?, 237:242.
Robinett P, Anant J, Beksac M, Danielewicz R, Dausend J, Dudkiewicz M, Hwang W, Maiers M,
4 Nazaretyan M, Rasche A, Shiriki N, Stein J, Rajagopal R. A gift of life. WMDA handbook for Blood

stem cel donation. Leiden: World Marrow Donor Association. 2013; ISBN:978-90-821221-0-7.
Chapter 1. General Organization of a registry, 23:43.

B) krajowych

Lp.

Opis bibliograficzny pracy*

‘Boguradzki P, Firley H, Dudkiewicz M. Pielggniarstwo Transplantacyjne. Poznan: Wydawnictwo Ars

Nova. 2014; ISBN:978-83-7637-227-3. Rozdzial 15. Przeszczepianie szpiku i komorek
krwiotwdrczych, 307:334. !

2). Lista publikacji w czasopismach naukowych, w tym nieuwzglednionych w sekeji 1.2, z podziatlem na
prace opublikowane przed i po uzyskaniu stopnia doktora.
[List of articles published in scientific journals (including the articles not mentioned in section 1.2)].

Przed uzyskaniem stopnia.doktora

I. Oryginalne pelnotekstowe prace naukowe
(bez streszczen, zjazdowych i konferencyjnych, prac w suplementach czasopism, listoéw do redakgji oraz udzialu
autora wymienionego w dodatku (appendix) jako uczestnika badan wieloosrodkowych)

A) w czasopismach posiadaj acych Impact Factor (IF) — chronologicznie ﬁ

- KBV | IC | punkuacin
is bibli acy* i MNiSW
L.p. | Opis bibliograficzny. pracy” - IF MNiSW M
Mackiewicz P, Szczepanik D, Gierlik A, Kowalczuk M,
) Nowicka A, Dudkiewicz M, Dudek MR, Cebrat S. The 4011 15
' differential killing. of genes by inversions in prokaryotic |
genomes. J. Mol. Evol. 2001;53(6):615-621.
Kowalczuk M, Mackiewicz P, Mackiewicz D, Nowicka A,
5 Dudkiewicz M, Dudek MR, Cebrat S. Multiple base 0.728 8
) substitution corrections in DNA sequence evolution.. Int. J. | 7
=

Modern Phys. C. 2001;12(7):1043-1053.
34



' Mackiewicz P, Kowalczuk M, Mackiewicz D, Nowicka A,
Dudkiewicz M, Laszkiewicz A, Dudek MR, Cebrat S. How
many protein-coding genes are there in the Saccharomyces
cerevisiae genome? Yeast. 2002;19(7):619-629.

2,340

11

Mackiewicz P, Kowalczuk M, Mackiewicz D, Nowicka A,
Dudkiewicz M, Laszkiewicz A, Dudek MR, Cebrat S.
4, Replication associated mutational pressure generatihg long- | 1,369
range correlation in DNA. Physica A. Statistical Mechanics
" and its Applications. 2002;314(1-4):646-654.

Mackiewicz P, Mackiewicz D, Kowalczuk M, Dudkiewicz M,
Dudek MR, Cebrat S. High divergence rate of sequences
located on different DNA strands in closely related bacterial
genomes. Journal of Applied Genetics. 2003;44(4):561-584

1,725

Mackiewicz P, Dudkiewicz M, Kowalczuk M, Mackiewicz D,
Banaszak J, Polak N, Smolarczyk K, Nowicka A, Dudek MR,
6. Cebrat S, Differential gene survival under asymmetric 0,513
directional mutational pressure. Lecture Notes in Computer
Science. 2004;3039: 687-693.

Polak N, Banaszak J, Mackiewicz P, Dudkiewicz M,
Kowalczuk' M, Mackiewicz D, Smolarczyk K, Nowicka A,
7. Dudek MR, Cebrat S. How Gene Survival Depends on Their | 0,513
Length. Lecture Notes in Computer Science. 2004;3039: 694-
699.

Dudkiewicz M, Mackiewicz P, , Kowalczuk M, Mackiewicz
D, Nowicka A, Polak N, Smolarczyk K, Dudek M. R, Cebrat S.
8. Simulation of gene evolution under directional mutational 1,369
pressure. Physica A. Statistical Mechanics and its Applications.
2004;336(1-2):63-73. ' '

Dudkiewicz M, Mackiewicz P, Nowicka A, Kowalczuk M,
Mackiewicz D, Polak N, Smolarczyk K, Banaszak J, Dudek M.
9. R, Cebrat S. Correspondance between mutation and selection | 0,555
pressure and the genetic code degeneracy in the gene evolution.
Future Generation CS. 2005;21(7):1033-1039.
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Liczba prac: 9

Liczba punktow: ‘ 13,12

‘ B) w czasopismach nie posiadajgcych Impact Factor (IF) — chronologicznie

L.p. | Opis bibliograficzny pracy*

KBN/ | IC

Kowalczuk M, Mackiewicz P, Mackiewicz D, Nowicka A, Dudkiewicz
1. M, Dudek MR, Cebrat S. DNA asymmetry and the replicational
mutational pressure. Journal of Applied Genetics. 2001;42(4):553-577.

5 511 ‘

‘ Kowalczuk M, Mackiewicz P, Mackiewicz D, Nowicka A, Dudkiewicz
M, Dudek MR, Cebrat S. High correlation between the turnover of
‘ ) nucleotides under mutational pressure and DNA composition. BMC
i Evolutionary Biology. 2001;1:13-18.

M R

‘ MR, Cebrat S. Rearrangements between Differently Replicating DNA
3 strands in Asymmetric Bacterial Genomes. Acta Microbiologica Polonica.
| 2003523245261

Dudkiewicz M, Mackiewicz P, Nowicka A, Kowalczuk M, Mackiewicz
‘ D, Polak N, Smolarczyk K, Dudek MR, Cebrat S. Properities of the
4. ‘ genetic code under directional, asymmetric mutational pressure. Lecture
‘ Notes in Computer Science. 2003;2657:343-350
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Po uzyskaniu stopnia doktora:

‘ 1. Oryginalne pelnotekstowe prace naukowe

(bez streszczen, zjazdowych i konferencyjnych, prac w suplementach czasopism, listow d
autora wymienionego w dodatku (appendix) jako uczestnika badan wieloosrodkowych)

o redakcji oraz udziatu

A) w czasopismach posiadajacych Impact Factor (IF) — chronologicznie

L.p. | Opis bibliograficzny pracy* |

IF

[ kBN/
MNiSW

Punktacja
\ IC MNiSW 2019

Dudkiewicz M, Mackiewicz P, Kowalczuk M, Mackiewicz _D,
Nowicka A, Polak N, Smolarczyk K, Dudek MR, Cebrat S.
Higher mutation rate helps to rescue genes from the
elimination by selection. Biosystems. 2005;80(2):193-199

1,144

15

Dudkiewicz M, Siminska J, Pawlowski K, Orzechowski S.
Bioinformatics Analysis of Oligosaccharide Phosphorylation
2. Effect on the Stabilization of the p-Amylase Ligand Complex.

Journal of Carbohydrate Chemistry. 2008;27(8 & 9):479 -
495. - - - : :

1,144

20

Jakubska-Busse A, Dudkiewicz M, Jankowski P, Sikora R.
Mathematical inference of the underground clonal growth of
Epipactis helleborine (L.) Crantz (Orchidaceae, Neottieae).
Bot. Helv. 2009;119:69-76.

0,900

20

Czerwinski J, Antoszkiewicz K, Pszenny A, Malanowski P, [
Dudkiewicz M, Woderska A, Kobus G, Ciszek M,
4, Wataszewski J. Present Data on Organ Donation and
Transplantation in Poland. Transplantation Proceedings.
‘ 2009;41:2955-2958.

0,994

Dudkiewicz M, Malanowski P, Czerwifiski J, Pawlowski K.
‘ An Approach to Predicting ' Hematopoietic Stem  Cell
5. Transplantation Outcome Using HLA-Mismatch
Information Mapped on Protein Structure Data. Biology of

20

Blood and Marrow Ttansplantation. 2009, (15), pp.1014-1025.
Piszczek E, Dudkiewicz M, Sobczak M. Molecular cloning
and structure modelling analysis of cereal type 11 metacaspase
cDNA from wheat (Triticum aestivum). Biologia Plantarum.
2011;55(4):614-624. B - - |
‘ Piszczek E, Dudkiewicz M, Mielecki M. Biochemical and

‘ 7 Bioinformatic Characterization of Type 1I Metacaspase Protein

(TaeMCAIl) from  Wheat. pPlant Mol Biol Rep.
| la01230(0)1338-1347.
' Dudkiewicz M. and Piszczek E. Bacterial putative
‘ metacaspase structure from Geobacter sulfureducens as a

template for homology modeling of type Il Triticum aestivum
metacaspase  (TaeMCAIL. —Acta Biochimica Polonica.
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Dudkiewicz M, Szczepifiska T, Grynberg M, Pawlowski KA |

Novel Protein Kinase-Like Domain in a Selenoprotein,
‘ 9. Widespread - in the Tree of Life. PLoS ONE. 2012;7(2):
32138 .
Orzechowski S, Grabowska A, Sitnicka D, Siminska J, Felus
M, Dudkiewicz M, Fudali S, Sobczak M. Analysis of the
expression, " subcellular and  tissue localisation  of
phosphoglucan, water dikinase (PWD/GWD?3) in Solanum

‘ 10.
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' Dudkiewicz M, Lenart A, Pawlowski K. A Novel Predicted
1. ‘ Calcium-Regulated Kinase Family Implicated in Neurological
Disorders. PLOS ONE. 2013, 8(6), pp. 66427.

3,534 |40

‘ Lenart A, Dudkiewicz M, Grynberg M, Pawlowski K. CLCAs
12 - A Family of Metalloproteases of Intriguing Phylogenetic
) Distribution' and with Cases of Substituted Catalytic Sites.
PL0S ONE. 2013;8(5): €62272.

3,534 40

—

Kodavali PK, Dudkiewicz M, Pikula S, Pawlowski K.
Bioinformatics Analysis of Bacterial Annexins — Putative
Ancestral Relatives of Eukaryotic Annexins. PLoS ONE.
2014, 9(1), e85428.

13.

3,234 40

Nguyen KB, Sreelatha A, Durrant ES, Lopez-Garrido J,

Muszewska A, Dudkiewicz M, Grynberg M, Yee S, Pogliano

14 K, Tomchick DR, Pawlowski K, Dixon JE, Tagliabracci V.

‘ ) Phosphorylation of spore coat proteins by a family of atypical
protein  kinases. Proc Natl Acad Sci U S A

2016:113(25):E3482-91.

9.661 45

Czerwinski J, Antoszkiewicz K, Grygiel K, Karpeta E, Gorski
¥}, Dudkiewicz M, Lewandowska D.

15. National Transplants Registry in Poland: early and Long-term
‘ Results of Organ Transplantations in the Years 1998 to 2014.
Transpl. Proc. 2016;48: 1407-1410. ~ ‘

0,908 15

Leczycka A, Dudkiewicz M, Czerwinski J, Malanowski P,
Zalikowska-Holowetiko J, Danielewicz R.

National Hematopoietic Stem Cells Transplant Registry in
Poland: Nationwide Internet Reporting System and Results.
Transpl. Proc. 2016;48: 1791-1796.

16.

0,908 15

Hareza A, Bakun M, Swiderska B, Dudkiewicz M, Koscielny
A, Bajur A, Jaworski J, Dadlez M, Pawlowski K.
Phosphoproteomic insights into processes influenced by the
kinase-like protein DIA1/C3orf58. Peer]. 2018 Apr
[ | 9(6):04599. doi:10.7717/peerj4599.
| Lopez ML, Lo M, Kung JE, Dudkiewicz M, Jang GM, Von
‘ Dollen J, Johnson JR, Krogan NJ, Pawtowski K, Jura N.
PEAK3/C190rf35 pseudokinase, a new NFK3 kinase family
member, inhibits CrkII through dimerization
Proc Natl Acad Sci U S A. 2019;116(31): 15495-15504.
Dudkiewicz M, Pawlowski K. A novel conserved family of
Macro-like domains-putative new players in ADP -ribosylation
| signaling. PeerJ. 2019;1(7):¢6863. '
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Nestorowicz K, Bogacz A, Bukowska A, Chraplak M,
‘ Czerwifiski J,',_’Cr‘éralski M, Gronkowski M, Jopek K,
Knizewski L, Kolasifiski M, Kowalski ML, Nowak I,
Sowifiski M, Wroblewska-Kabba S, Tymoniuk B, Dudkiewicz
M. High-resolution allele frequencies for NGS based HLA-A,
B, C, DQB1 and DRB1 typing of 23 595 bone marrow donors
| recruited for the Polish central potential unrelated bone
marrow donor-registry. Hum Immunol. 2020;81(2-3):49-51.
Hurley CK, Kempeniéh J, Wadsworth K, Sauter J, Hofmann
JA, Schefzyk D, Schmidt AH, Galarza P, Cardozo MBR,
Dudkiewicz M, Houdova L, Jindra P, Sorensen BS,
Jagannathan L, Mathur A, Linjama T, Torosian T,
Freudenberger R, Manolis A, Mavrommatis J, Cereb N, Manor
S, Shriki N, Sacchi N, Ameen R, Fisher R, Dunckley H,
Andersen 1, Alaskar A, Alzahrani M, Hajeer A, Jawdat D,
Nicoloso G, Kupatawintu P, Cho L, Kaur A, Bengtsson M,
| Dehn J. Common, intermediate and well-documented HLA
| alleles in world populations: CIWD version 3.0.0. HLA. 2020
| Jan 22, 95(6): 516-531.

2,202 ‘

T
|

| 2,785




[ Nestorowicz K, Dudkiewicz M, Czerwinski J, Leczycka A, '
2. Macher M, Kamiﬁs-kirA. Central 'Unrelated Potential Bone 0.959
Marrow and Cord Blood Registry in Poland: Structure and | 40
[ | Numbers. Transplant Proc. 2020;50041-1345(19)31795-6.
Liczba prac: 22
Liczba punktow: | 63,07 | 460 480

B) w czasopismach nieposiadajgcych Impact Factor (IF) — chronologicznie

Lp. | Opis bibliografi * KBN/ |

_p___ P gr lfznypracy ) MNiSW IC |
Dudek MR, Cebrat S, Kowalczuk M, Mackiewicz P, Nowicka A,

1 Mackiewicz D, Dudkiewicz M. Information Weights of Nucleotides in 9

DNA Sequences. Computational Methods in Science and Technology.
2007; 13(1):5-12. :
Jakubska A, Dudkiewicz M, Jankowski P, Sikora R. A mathematical

2. method to estimate the underground development of the clonal species. | 6 -
Colloquium Biometricum. 2008;38:185-192.

Liczba prac: 2

Liczba punktow: 15 |

3). Udzial i prezentacje na konferencjach krajowych i migdzynarodowych.
[Information on presentations given at national or international scientific or arts conferences, including a list of
lectures delivered upon invitation and plenary lectures].

2008 '
BIOMAT 2008, International Symposium on Mathematical and Computational Biology, Campos do Jorddo, Brazil,
22 —27 November 2008, prezentacja ustna:

. The Markov Chains (Markov Set-Chains) as a Tool for Bacterial Genomes Evolution Analysis.

33rd FEBS Congress and 11th [IUBMB Conference, June 28-July 3, 2008, Athens, Greece, prezentacje posterowe:

. USING BIOINFORMATICS FOR ANALYSIS OF HLA MISMATCHES IN DONOR-RECIPIENT
MATCHING PROCESS AT HSCT TRANSPLANTATION.

. Bioinformatics analysis of oligosaccharides phosphorylation influence on the stabilization of the beta-
amylase-ligand complex. '

2009

ISMB/ECCB 2009- 17th Annual International Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology (ISMB)
and 8th Conference on Computational Biology (ECCB)- Stockholm, June 27-July 2 2009 : prezentacje posterowe:

. AN APPROACH TO PREDICTION OF THE HAEMATOPOIETIC STEM CELL TRANSPLANTATION
OUTCOME USING HUMAN LEUKOCYTE ANTIGEN MISMATCH

. INFORMATION MAPPED ON PROTEIN STRUCTURE DATA ON EXAMPLES OF HLA-B AND
HLA-C ANTIGENS

2010

Experimental approaches to protein-protein interactions, 11-12 January 2010, Sheffield, UK, prezentacja posterowa:

. PROTEIN-PROTEIN INTERACTIONS BETWEEN STARCH RELATED ENZYMES IN POTATO

The EMBO Meeting 2010-Barcelona , September 4 —7 2010, : prezentacje posterowe:

. BIOINFORMATICS ANALYSIS OF HLA-Cp/KIR COMPLEXES AND THEIR INFLUENCE ON
HEMATOPOIETIC STEM CELL TRANSPLANTATION OUTCOME.

. EVOLUTION OF APPARENTLY INACTIVE ACTIVE SITES IN THE HEXXH
METALLOPROTEASES.

2011 ,

The 2nd Polish Cohgress' of Biochemistry and Cell Biology, 5-9 September 2011, Krakow, prezentacja posterowa:

. Homology modeling of type 1I Triticum aestivum metacaspase (TaeMCAII) using a bacterial putative

metacaspase structure from Geobacter sulfureducens. .
EPGRC 2011, EUCARPIA Meeting, 5-7 April 2011, Wageningen, The Netherlands, prezentacja posterowa:
. Bioinformatics ‘approach to the strawberry transcriptome analysis in the context of the response to fungal

pathogen.
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2012

Group Theoretical Methods in Theoretical Physics, ICGTMP "Gr-29". (20-26) August 2012 Tianjin, sesja
Application in Biology: prezentacja ustna:

. How to identify laterally transferred genes? Mathematical and statistical approach to HGT phenomenon
between Prokaryota and Eukaryota.
2013

39th Meeting of European Group of Blood and Marrow Transplantation, 7-10 April 2013 London, UK, prezentacja
posterowa:

. First outcome of combined public/private umbsilical cord blood banking in Poland.

Bioinformatics 2013/BIT 2013, 26-29 June 2013, Torufi, prezentacja posterowa:

. Identification of novel HExxH metaloprotease domains in the proteome grey zones using bioinformatics
methods

2014

X1 Sympozjum Polskiego Towarzystwa Transplantacyjnego w Poznaniu, 26-27 wrze$nia 2014, prezentacja ustna:

. Centralny Rejestr Niespokrewnionych Potencjalnych Dawcow Szpiku i Krwi Pepowinowej + organizacja

systemu przeszczepiania komérek krwiotwérczych.

Prezentacje posterowe:

. Rejestr przeszczepieri komorek krwiotwérczych szpiku i krwi obwodowej oraz krwi pgpowinowe;.

. Centralny Rejestt Niespokrewnionych Potencjalnych Dawcéw Szpiku i Krwi Pgpowinowej- organizacja
systemu przeszczepiania komérek krwiotwérczych w Polsce.

WMDA Fall Meeting/NMDP Council Meeting, 5-8 November 2014, Minneapolis USA, prezentacja posterowa:

. Effect of increasing of national donors’ pool in Poland on Polish patients and their chance for finding
unrelated donor.
2015

WMDA Search Coordinator Certificate Training Programme Basic Level (October 2015- June 2016).

2016

8 Kurs Transplantologii Praktycznej, Klinika Immunologii i Choréb Wewngtrznych Instytutu Transplantologii
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, 22 -23 stycznia 2016, Warszawa, prezentacja ustna:

. Rejestr przeszczepien: wyniki przeszczepiania komorek krwiotworczych w Polsce.

WMDA Search Coordinator Certificate Training Programme Advanced Level (October 2016- June 2017)

World Marrow Donor Association spring meeting and International Donor Registries Conference, Singapore, 30
May-2 June 2016, prezentacje posterowe:

. 1 million donors registry in Poland?
. Does increasing national donors> pool effect chance for finding matched unrelated donor for Polish
patients?

V1 Miedzynarodowa Konferencja Naukbwo-Szkoleniowa Transplantacja Komorek Krwiotworczych od dawcow
haploidentycznych, 14-15 pazdziernika 2016, Poznan, prezentacja ustna:

. Oméwienie biezacych zagadniefi zwigzanych z koordynacja transplantacji allogenicznych komorek
krwiotwdrczych w Polsce.

2017

Sympozjum z okazji 150 lecia Lekarzy Polskich we Lwowie, Lwéw 18-21 paZdziernika 2017 r., prezentacja ustna:

. Organizacja i rola Rejestru Niespokrewnionych Potencjalnych Dawcow Szpiku i Krwi Pgpowinowej

2018 ’

VIl Miedzynarodowa Konferencja Naukowo-Szkoleniowa Transplantacja Komorek Krwiotwérczych w leczeniu
zespolow mielodysplastycznych i ostrych biataczek szpikowych, 12-13 pazdziernika 2018, Poznafi, prezentacja
ustna: S ’ '

. GRID-Global Registry Identifier for donor.

2019 I .

IPK2019, Inhibitors for Protein Kinases Conference, Warszawa 14-18 wrze$nia 2019, prezentacje posterowe

4). Udziat w komi'te'tach'éigdnizaCyjnych i naukowych krajowych lub miedzynarodowych konferencji

[Information on participation in organizational and scientific committees at national or international conferences,
including the applicant 5 function] o o ' .
Szkolenie w ramach Narodowego programu Rozwoju Medycyny Transplantacyjnej: ,,Orgamzac_|a‘ wspo}pracy.l
leczenie z zastosowaniem hematopoetycznych komérek macierzystych”, 10-12 grudnia 2015 Blonie, prezentacja

ustna.:
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. Ustawowa dzialalnoé¢ Centralnego Rejestru Niespokrewnionych Potencjalnych Dawcow Szpiku i Krwi
Pgpowinowej oraz ustawowych Rejestréw Transplantacyjnych.

I Konferencja Szkoleniowa Koordynatoréw pobietania i przeszczepiania komorek krwiotwérczych w o$rodkach
hematologicznych, Warszawa, 27-28 listopad 2017 r. —

. Organizacja i prowadzenie wyktadow/warsztatow

Szkolenie ,,Organizacja wspélpracy i leczenie z zastosowaniem hematopoetycznych komérek macierzystych” dla
personelu ofrodkéw pobierajacych komoérki krwiotwércze, bankéw komérek krwiotworczych, osrodkow
stosujacych komérki krwiotworcze, osrodkow testujacychi osrodkow dawcéw szpiku”, Zegrze, 4-5 grudnia 2017

. Z perspektywy Poltransplantu: Wspélpraca z osrodkami  dawcéw szpiku, dobierajgcymi,
przeszczepiajgcymi i rejestrami

II Konferencja Szkoleniowa Koordynatoréw pobierania i przeszczepiania komérek krwiotworczych w osrodkach
hematologicznych, Warszawa, 12-13 listopad 2018 r.

. Organizacja i prowadzenie wykladéw/warsztatow

III Konferencja szkoleniowa koordynatoréw pobierania i przeszczepiania komérek krwiotwérczych w osrodkach
hematologicznych, Warszawa, 7-8 listopada 2019 r

. Organizacja i prowadzenie wykladow/warsztatow

5). Udzial w realizacji grantéw naukowo-badawczych

[Information on participation in the works of research teams realizing projects financed through national and
international competitions, including the projects which have been completed and projects in progress, and
information on the function performed in the team.]

2008-2009 - kierownik projektu badawczego wlasnego ,Modelowanie alloreaktywnosci ludzkich receptoréw
limfocytow T - badanie komplekséw TCR/pMHC w kontekscie zmiennodci antygenéw HLA pod katem
zastosowania w transplantologii”. (Katedra Do$wiadczalnictwa i Bioinformatyki WRiB SGGW)

2007-2010 - wykonawca projektu badawczego wlasnego ,,Analiza in silico struktur, funkeji i ewolucji biatek CLCA
- nowej rodziny ludzkich bialek.o potencjalnych zastosowaniach terapeutycznych”. Kierownik projektu: dr hab.
Krzysztof Pawlowski (Instytut Biologii Eksperymentalnej PAN im. M. Nenckiego).

2009-2011 wykonawca projektu badawczego wlasnego ,,Analiza biochemiczna i strukturalna metakaspazy typu Il z
pszenicy (Triticum aestivum)”. Kierownik projektu: dr Ewa Piszczek (Katedra Biochemii WRiB SGGW).

2015-2018 wykonawca projektu badawczego wiasnego ,,Znaczénie izolacji geograficznej Ameryki Potudniowej w
ewolucji bakterii brodawkowych z rodzaju Bradyrhizobium na obszarze Krainy Neotropikalnej”. Kierownik
projektu: dr hab. Tomasz Michat Stepkowski (Samodzielny Zakfad Biologii Mikroorganizméw, WRiB SGGW).

II1. Wdrozenia: _
[INFORMATION ON COOPERATION WITH SOCIAL AND ECONOMIC ENVIRONMENT]

2010-2019 udziat w projektowaniu, tworzeniu i rozwoju dziatajacej obecnie wersji systemu informatycznego dla
Centralnego Rejestru Potencjalnych Niespokrewnionych Dawcéw Szpiku i Krwi Pgpowinowej, administrowanie
baza danych, nadzorowanie aktualizacji i-walidacji, czuwanie nad integralnoscig danych i funkcjonowaniem
procesow i potaczen migdzysystemowych.

2018- 2020: wspolpraca z Centrum Systeméw Informatycznych Ochrony Zdrowia w zakresie projektowania i
wdrozenia nowego systemu informatycznego dla polskiej transplantologii, koordynacja pracy zespo'{u Fls. algorytrfuf
wyszukiwania i doboru potencjalnie zgodnych dawcoéw komérek krwiotwérczych z uwzglednieniem czgstosci

haplotypéw HLA w populacji polskie;j.
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IV. Podsumowanie lgcznego dorobku naukowego

[SCIENTOMETRIC INFORMATION]

Przed doktoratem

Po doktoracie

IF MNiSW/KBN IF MNiISW/KBN ‘ Punktacja MNiSW ‘
2019*
——
Oryginalne pelnotekstowe | -5 | 104 63,071 475 480

| prace naukowe
|

Lacznie:

e IF=7519

. MNiSW/KBN= 579+480*

. Liczba cytowan z bazy Scopus z dn. 30.07.2020 r. = 362
. Index Hirscha z bazy Scopus z dn. 30.07.2020 r. = 11

*wg Wykazu czasopism naukowych i recenzowanych materiatow z konferencji miedzynarodowych wraz z przypisang liczba punktow z dnia 31

lipca2019r.
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5. Aktywnos¢ naukowa realizowana w wigcej niz jednej uczelni,
instytucji naukowej, w szczegdolnoSci zagranicznej oraz staze
naukowe

[Presentation of significant scientific or artistic activity carried out at more than one university,
scientific or cultural institution, especially at foreign institutions]

Publikacje tworzace dorobek naukowy powstawaly w skutek aktywnosci naukowej realizowanej w nastgpujacych
osrodkach i instytucjach:

Okres przed uzyskaniem stopnia doktora:

Uniwersytet Wroclawski, Wydziat Nauk Przyrodniczych
Po uzyskaniu stopnia doktora:

-Dolno$laskie Centrum Transplantacji Komorkowych z Krajowym Bankiem Dawcow Szpiku
-Wydziat Rolnictwa i Biologii SGGW w Warszawie,

- Centrum Koordynacyjno-Organizacyjne ds. Transplantacji POLTRANSPLANT

Praca w Centralnym Rejestrze Niespokrewnionych Potencjalnych Dawcédw Szpiku oparta jest na statych kontaktach
z instytutami i uniwersytetami medyczhymi w kraju (m.in. WUM i UCK w Warszawie, UCK w Gdarisku, Instytut
Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie) i za granica — WMDA (World Marrow Donor Association), NMDP
(National Marrow Denor Program USA) oraz Center for International Blood and Marrow Transplant Research
(CIBMTR), Medical College of Wisconsin. Obowiazki kierownika zespolu Centralnego Rejestru wymagaja
licznych wyjazdow zagranicznych i miedzynarodowych szkolen oraz udzialu w pracach migdzynarodowych
zespoléw badawczych w zakresie populacyjnych badafi nad czgstodciami alleli i haplotypoéw zgodnosci tkankowe;.

Publikacje powstate w wyniku prowadzenia badafi w wigcej niz jednej jednostce naukowej:
-W ramach wspélpracy z Instytutem Biologii Do§wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie:

Dudkiewicz M, Lenart A, Pawlowski K. A Novel Predicted Calcium-Regulated Kinase Family Implicated in
Neurological Disorders. PLoS ONE. 2013;8(6): e66427.

Lenart A, DudkiéWiCZ M, Grynberg M, Pawlowski K. CLCAs - A Family of Metalloproteases of Intriguing
Phylogenetic Distribution and with Cases of Substituted Catalytic Sites. PLoS ONE. 2013;8(5): e62272.

Kodavali PK, Dudkiewicz M, Pikuta S, Pawlowski K. Bioinformatics analysis of bacterial annexins, putative
ancestral relatives of eukaryoti¢ annexins. PLoS ONE. 2014;9(1):85428.

W ramach wspélpracy z Department of Pharmacology, University of California, San Diego, La Jolla oraz
Department of Molecular Biology, University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas:

Nguyen KB, Sreelatha A, Durrant ES, Lopez-Garrido J, Muszewska A, Dudkiewicz M, Grynberg M, Yee S,
Pogliano K, Tomchick DR, Pawlowski K, Dixon JE, Tagliabracci V. Phosphorylation of spore coat proteins by a
family of atypical protein kinases. Proc Natl Acad Sci U S A. 2016;113(25):E3482-91,
doi:10.1073/pnas.1605917113.

-W ramach wspélpracy z Instytutem Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie:

Hareza A, Bakun M, Swideréka B, Dudkiewicz M, Koscielny A, Bajur A, Jaworski J, Dadlez M, Pawlowski K.
Phosphoproteomic insights into processes ‘influenced by the kinase-like protein DIA1/C30rf58. Peer). 2018 Apr
9(6):¢4599. doi:10.7717/peer).4599.

-W ramach wspolpracy z University of California, San Francisco, CA:
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Lopez ML, Lo M, Kung JE, Dudkiewicz M, Jang GM, Von Dollen J, Johnson JR, Krogan NJ, Pawlowski K, Jura N.
PEAK3/C190rf35 pseudokinase, a new NFK3 kinase family member, inhibits CrkIl through dimerization. Proc Natl
Acad Sci U S A.2019;116(31): 15495-15504.

-W ramach wspolpracy z Uniwersytetem Medycznym w Warszawie oraz Centrum Koordynacyj no-Organizacyjnym
ds. Transplantacji Poltransplant

Czerwiniski J, Antoszkiewicz K, Grygiel K, Karpeta E, Gorski £, Dudkiewicz M, Lewandowska D. National
Transplants Registry in Poland: early and Long-term Results of Organ Transplantations in the Years 1998 to 2014.
Transpl. Proc. 2016;48: 1407-1410.

Leczycka A, Dudkiewicz M, Czerwinski J, Malanowski P, Zalikowska-Holowerko J, Danielewicz R. National
Hematopoietic Stem Cells Transplant Registry in Poland: Nationwide Internet Reporting System and Results.
Transpl. Proc. 2016;48: 1791-1796.

Nestorowicz K, Bogacz A, Bukowska A, Chraplak M, Czerwinski J, Géralski M, Gronkowski M, Jopek K,
Knizewski L, Kolasifiski M, Kowalski ML, Nowak J, Sowinski M, Wroblewska-Kabba S, Tymoniuk B,
Dudkiewicz M. High-resolution‘a]lelefrequencies for NGS based HLA-A, B, C, DQB1 and DRBI typing of 23 595
bone marrow donors recruited for the Polish central potential unrelated bone marrow donor registry. Hum Immunol.
2020 Jan 2. pii: S0198-8859(19)31234-0. doi: 10.1016/j.humimm.2019.12.005. [Epub ahead of print].

Hurley CK, Kempenich J, Wadsworth K, Sauter J, Hofmann JA, Schefzyk D, Schmidt AH, Galarza P, Cardozo
MBR, Dudkiewicz- M, Houdova L, Jindra P, Sorensen BS, Jagannathan L, Mathur A, Linjama T, Torosian T,
Freudenberger R, Manolis A, Mavrommatis J, Cereb N, Manor S, Shriki N, Sacchi N, Ameen R, Fisher R, Dunckley
H, Andersen I, Alaskar A, Alzahrani M, Hajeer A, Jawdat D, Nicoloso G, Kupatawintu P, Cho L, Kaur A, Bengtsson
M, Dehn J. Common, intermediate and well-documented HLA alleles in world populations: CIWD version 3.0.0.
HLA. 2020. Jan 22. doi: 10.1111/tan.13811. [Epub ahead of print].

6. Osiagniecia dydaktyczne:

[Presentation of teaching and organizational achievements as well as achievements in
popularization of science or art.]

-opracowanie programu nowego przedmiotu obejmujacego wyklady i éwiczenia dla studentow IV roku biologii
Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW: ,Bioinformatyka”, prowadzenie zaje¢ w latach 2007-2020.

-opracowanie programu i prowadzenic zaje¢ z przedmiotéw: ,,Analiza genetyczna”, ,Filogenetyka molekularna”,
,,Genomika i proteomika cyfrowa” w ramach studiéw podyplomowych Biostatystyka i analiza danych w ochronie
zdrowia publicznego (2015/2016).

-dziesigcioletnie do$wiadczenie' w prowadzeniu zaje¢ z przedmiotéw: Zastosowanie komputeréw, Informatyka,
Podstawy informatyki, Planowanie eksperymentu i statystyka, Matematyka i statystyka matematyczna, Statystyka,
Metody statystyczne w biologii dla studentéw Wydziatu Rolnictwa i Biologii oraz Technologii Zywnosci SGGW.

- prace dyplomowe i doktorskie:

Promotor pracy magisterski¢j: IB, Katedra Biochemii i Mikrobiologii: ,Bioinformatyczna charakterystyka
efektorow Legionella pneumophila zawierajacych przypuszczalnie domeny pochodzenia eukariotycznego”.

Promotor pomocniczy prac doktorskich:

Katedra Biochemii i Mikrobiologii IB SGGW: ,Identyfikacja nowych, nieadnotowanych domen ADP-
rybozylotransferaz w bazach danych sekwencyjnych”.

Warszawski Uniwersytet’ Medyczny: ,Immunogenetyczne, Kliniczne i organizacyjne wyznaczniki dobf)ru
niespokrewnionych dawcéw przeszczepow komorek krwiotwérczych dla chorych z chorobami hematologicznymi.
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7. Inne informacje

[Apart from information set out in 1-6 above, the applicant may include other information about
his/her professional career, which he/she deems important.]

Nagrody i odznaczenia:

2016 - Odznaka honorowa Ministerstwa Zdrowia “Za zastugi dla ochrony zdrowia”.

2015 - Pro Transplantationibus Fovendis — nagroda Polskiego Towarzystwa Transplantacyjnego.
2010 - Nagroda Rektora SGGW za osiagnigcia naukowe, indywidualna ITI stopnia

80- 07 ZYRO

data
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